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Sommario
Questo lavoro di tesi, svolto presso il laboratorio della Prof.ssa La Motta, si
basa sulla sintesi di molecole potenzialmente attive nei confronti dell'atero-
sclerosi, una patologia inﬁammatoria cronica caratterizzata da un accumulo
eccessivo di colesterolo all'interno dell'intima delle arterie di medio e grosso
calibro.
Nella nostra società rappresenta la causa principale di malattie cardiovascolari
ed ogni anno è responsabile di circa il 50% delle morti totali, colpendo soprat-
tutto soggetti in età avanzata di sesso maschile.
Lo sviluppo della patologia è favorito da vari fattori di rischio quali l'ipercole-
sterolemia, l'obesità, l'ipertensione e il diabete mellito.
La prima fase dell'aterosclerosi consiste in un accumulo nello spazio subendote-
liale di macrofagi ricchi di colesterolo, che prendono nome di cellule schiumose
(foam cells). Questo primo stadio, clinicamente non rilevante, può evolvere in
strie lipidiche (fatty streaks) e successivamente in vere e proprie placche atero-
sclerotiche, che possono col tempo diventare estremamente complesse e portare
alla formazione di un coagulo di sangue o di un trombo, causando infarto del
miocardio o ictus.
Nonostante l'aterosclerosi oggi sia una malattia evitabile, conducendo uno stile
di vita sano e sottoponendosi a regolari controlli della pressione arteriosa e del
livello di colesterolo nel sangue, le complicanze che questa patologia comporta
fanno sì che sia continua la ricerca di nuovi farmaci, capaci di intervenire su
più fronti nel diﬃcile processo aterosclerotico.
In particolare, poiché è accertato il coinvolgimento primario della COX-2 e
dei radicali liberi dell'ossigeno nell'eziologia della malattia, la ricerca di agenti
terapeutici nuovi ed eﬃcaci si rivolge soprattutto a composti capaci di inibire
questo enzima e che siano al contempo dotati di proprietà antiossidanti.
Il gruppo di ricerca dove ho svolto la mia tesi, da tempo si occupa della sintesi e
progettazione di composti 2,3-difenil-4H -pirido[1,2-a]pirimidin-4-onici, dotati
di ottime proprietà antiossidanti.
Abbiamo perciò deciso, in questo mio lavoro, di apportare delle modiﬁche
a tali composti sintetizzandone gli omologhi inferiori, i derivati imidazo[1,2-
a]piridinici e di questi ultimi a sua volta i relativi analoghi ridotti, con l'obiet-
tivo di mantenere inalterata l'attività antiossidante e addizionare proprietà
antiinﬁammatorie.
Quindi, nel primo capitolo di questo lavoro ho trattato la patologia dell'atero-
sclerosi, approfondendone caratteristiche e principali aspetti che ne stanno alla
base; nel secondo, ho analizzato i ﬂavonoidi e i meccanismi con cui sono capaci
di contrastare lo sviluppo dell'aterosclerosi; nel terzo, l'introduzione alla parte
sperimentale, vengono spiegate le motivazioni che hanno portato alla scelta
della struttura oggetto di questo lavoro di tesi; nell'ultimo capitolo, il quarto,
ho trattato la parte sperimentale vera e propria, descrivendo procedure e ma-
teriali adottati in laboratorio per la sintesi e la caratterizzazione dei prodotti
di interesse.
Abstract
This thesis work, carried out at the laboratory of Prof. La Motta, is based
on the synthesis of novel heterocyclic compounds potentially active molecules
atherosclerosis, a chronic inﬂammatory disease characterized by an excessive
accumulation of cholesterol within the intima of the arteries of medium and
large caliber.
Atherosclerosis is the main cause of cardiovascular diseases in our society and
each year it is responsible for about 50% of the total deaths, aﬀecting espe-
cially older male people.
The development of the disease is favored by various risk factors such as hy-
percholesterolemia, obesity, hypertension and diabetes mellitus.
The early stage of atherosclerosis consists of subendothelial accumulations of
cholesterol-engorged macrophages, called foam cells. This ﬁrst phase, not
clinically relevant, can evolve into fatty streaks and subsequently in real
atherosclerotic plaque, which in time can become extremely complex and lead
to the formation of a blood clot or a thrombus, causing myocardial infarction
or stroke.
Although atherosclerosis is now a preventable disease, conducting a healthy
lifestyle and undergoing regular checks of blood pressure and cholesterol level
in the blood, complications that it involves ensure that it is continuing the
search for new drugs, capable of intervening on several fronts in the diﬃcult
atherosclerotic process.
In particular, since it is established the primary involvement of COX-2 and
of oxygen free radicals in the etiology of the disease, the search for new and
eﬀective therapeutic agents is mainly aimed to obtain compounds capable of
inhibiting this enzyme and that are both provided with antioxidant properties.
The research group where I did my thesis, has involving in the synthesis and
design of pyrido[1,2-a]pyrimidin-4-one derivatives, with excellent antioxidant
properties.
We have therefore decided, in my work, to make changes to these compounds
synthesizing their inferior homologues, imidazo[1,2-a]pyridine derivatives, and
its reduced analogues, with the objective of maintaining unchanged the antio-
xidant activity and add anti-inﬂammatory properties.
So, in the ﬁrst chapter of this work I dealt with the pathology of atherosclerosis
and discussed in detail the characteristics and main aspects that underlie it, in
the second, I analyzed the ﬂavonoids and mechanisms by which they are able
to counteract the development of atherosclerosis; in the third, the introduction
to the experimental part, the reasons are explained that led to the choice of
the structure subject of this thesis; in the last chapter, the fourth, I treated the
experimental part, describing procedures and materials used in the laboratory
for the synthesis and characterization of the products of interest.
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Capitolo 1
La patologia aterosclerotica
1.1 Storia e caratteristiche generali
L'aterosclerosi è una patologia caratterizzata dall'accumulo di lipidi e mate-
riale ﬁbroso all'interno delle arterie di grande e medio calibro. [1] Nelle società
industrializzate è la causa primaria di malattie cardiovascolari e di ictus che
ogni anno provocano circa 16-17 milioni di morti. [2]
Storicamente il termine atheroma, una parola latina che signiﬁca tumore
pieno di materiale poltaceo, venne proposto per la prima volta nel 1755 da
Albrecht von Halles per sottolineare la presenza della placca aterosclerotica
all'interno delle pareti delle arterie, con caratteristiche simili ad un ascesso. [3]
Successivamente, nei primi anni del 1800, grazie alle osservazioni di Virchow
e Von Rokitansky, si scoprì che l'inﬁammazione gioca un ruolo chiave nello
sviluppo della malattia [2] e nel 1913, esattamente 100 anni fa, i due russi
Nikolai Nikolaevich Anichkov e Semen Sergeevich Chalatov, scoprirono che il
processo aterosclerotico è fortemente dipendente e accelerato da un aumento
del livello di colesterolo nel sangue. [4]
Nel 1940 Félix Marchand suggerì che fosse migliore di atheroma la parola
aterosclerosi, derivante da due radici greche: ἀθήρα, che signiﬁca pappa e
σκλήρωσις, che signiﬁca ispessimento. Questo termine racchiude i due compo-
nenti principali della placca aterosclerotica: il nucleo ricco di lipidi ricoperto
da un guscio di materiale ﬁbroso. [3]
Inﬁne, nel 1970 Ross, uno dei più importanti studiosi di questa malattia,
dimostrò che l'adesione dei leucociti alla superﬁcie dell'endotelio è la causa
scatenante dell'aterosclerosi. [5]
Infatti, l'inizio della malattia consiste nell'accumulo nello spazio subendotelia-
le di macrofagi ricchi di colesterolo, che prendono nome di cellule schiumose
(foam cells). Queste cellule schiumose si aggregano formando delle strie lipi-
diche (fatty streaks) che solitamente si ritrovano nell'aorta nella prima decade
di vita, nelle arterie coronarie nella seconda decade e nelle arterie cerebrali nel-
la terza o quarta decade. [1] Le strie lipidiche non sono di per sé clinicamente
signiﬁcanti ma sono il principio di lesioni avanzate, la placca aterosclerotica o
ateroma, caratterizzate da un cappuccio ﬁbroso formato da cellule muscolari
1
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lisce e matrice extracellulare che circonda un centro (core) necrotico ricco di
lipidi.
In genere, si possono distinguere due tipi di placca, importanti dal punto di
vista clinico: la placca stabile e la placca instabile.
Le placche stabili, causando una signiﬁcativa riduzione del lume vascolare,
possono dare origine a occlusione del vaso o stenosi; la rottura della placca
instabile invece, in alcuni casi fatale, può portare alla sindrome coronarica
acuta o alla trombosi. [6]
L'aterosclerosi è una patologia molto complessa in cui intervengono numerosi
fattori e vari tipi di cellule, come cellule endoteliali, linfociti, monociti e cellule
muscolari lisce.
Risulta molto diﬃcile stabilire quale sia la causa scatenante, anche se un eleva-
to livello di colesterolo, in particolare di quello trasportato dalle lipoproteine
a bassa densità (low-density lipoprotein, LDL), noto anche come colesterolo
cattivo, è uno dei principali fattori di rischio per lo sviluppo della patologia
aterosclerotica.
Sebbene quindi, negli ultimi anni siano stati compresi molti meccanismi che
ne stanno alla base, ancora oggi alcuni aspetti dell'aterosclerosi devono esser
chiariti.
1.2 Aterosclerosi e principali tipi cellulari coin-
volti
1.2.1 Reclutamento dei monociti e formazione delle cel-
lule schiumose
La prima fase dell'aterosclerosi è caratterizzata dalla continua adesione di
monociti e linfociti T all'endotelio dell'area predisposta alla malattia e dalla
loro succesiva migrazione all'interno dell'intima.
Come verrà spiegato più avanti, in questa prima fase giocano un ruolo molto
importante le lipoproteine a bassa densità (LDL).
L'adesione e il rotolamento (rolling) dei monociti e la loro conseguente mi-
grazione sono inizialmente favoriti da una famiglia di proteine di adesione
coinvolte nel processo inﬁammatorio, le selectine, i cui principali ligandi sono
rappresentati da carboidrati altamente fucosilati e con strutture sialilate.
Esistono tre tipi di selectina:
 la L-selectina espressa sulla superﬁcie dei monociti;
 la P-selectina espressa sulla superﬁcie luminale dell'endotelio attivato;
 la E-selectina espressa anch'essa sulla superﬁcie luminale dell'endotelio
attivato.
L'interazione tra le selectine e i loro ligandi non porta a un'adesione stabile
dei monociti alla superﬁcie luminale dell'endotelio ﬁno a quando non si ha il
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coinvolgimento delle integrine, glicoproteine eterodimeriche transmembranarie,
costituite da catene α e β, localizzate sui monociti.
Infatti, i monociti istaurano un legame più stabile con la superﬁcie luminale
grazie all'interazione delle integrine con i propri ligandi che appartengono alla
superfamiglia delle immunoglobuline: la molecola di adesione intercellulare-1
(Intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1) e la molecola di adesione cellulare
vascolare-1 (Vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-1).
Nell'individuo sano le integrine espresse dai monociti hanno una scarsa aﬃ-
nità per i loro ligandi mentre nel caso di inﬁammazione si attivano in seguito
al ricevimento di un segnale chemiotattico.
Le molecole di adesione sono altamente espresse nell'endotelio attivato men-
tre risultano basse nelle arterie che non sono state colpite da aterosclerosi;
numerosi studi condotti sull'uomo e sugli animali da esperimento hanno rive-
lato che un aumento dell'espressione di VCAM-1 e ICAM-1 è associato con
un innalzamento del numero dei leucociti e di molecole di adesione in quei siti
propensi allo sviluppo della lesione aterosclerotica.
In particolare, è stato visto che topi geneticamente modiﬁcati, in cui è stata
soppressa l'espressione di geni che codiﬁcano per le molecole di adesione, mo-
strano un signiﬁcante ritardo dello sviluppo dell'aterosclerosi [7] e che VCAM-
1, come hanno notato Cybulsky e collaboratori sempre utilizzando topi knock-
out, ha un ruolo molto più importante nell'inizio dell'adesione dei monociti
alle cellule endoteliali durante il processo aterogenico.
Una volta che hanno aderito all'endotelio, i monociti entrano nell'intima
grazie a un processo chiamato diapedesi , che consiste nella migrazione di tali
cellule attraverso gli spazi intercellulari endoteliali in direzione del gradiente
di concentrazione chimica, ovvero verso la sede della lesione.
Questa migrazione diretta richiede l'intervento di citochine chemiotattiche
come la proteina chemiotattica per i monociti-1 (Monocyte chemoattractant
protein-1, MCP-1) [8], che può essere prodotta sia dalle cellule endoteliali sia
dagli stessi macrofagi. La funzione di MCP-1 dipende dallo speciﬁco recettore
CCR-2 presente sulla superﬁcie dei monociti.
La mancanza dei geni che codiﬁcano sia per questa proteina sia per il suo
recettore riduce signiﬁcativamente lo sviluppo della lesione, suggerendo l'im-
portanza del mediatore MCP-1 nel reclutare i monociti nell'intima. [6]
Una volta che sono stati quindi intrappolati all'interno della parete arteriosa,
i monociti vanno incontro a diﬀerenziazione trasformandosi in macrofagi grazie
al fattore stimolante le colonie macrofagiche (Macrophage Colony-Stimulating
Factor, M-CSF).
Inizialmente la popolazione dei macrofagi è eterogenea. La maggior parte dei
macrofagi accumulerà lipidi nel proprio citoplasma, in quanto la diﬀerenzia-
zione comporta la sovraregolazione di recettori scavenger sulla loro superﬁcie,
come il recettore scavenger A (SRA) o il recettore CD36, capaci di legare
lipoproteine modiﬁcate in seguito ad ossidazione o glicazione non enzimatica.
Il legame con queste lipoproteine è responsabile della trasformazione dei
macrofagi in cellule schiumose, così chiamate proprio per l'aspetto schiumo-
so che queste cellule mostrano al microscopio; altri macrofagi, invece, non si
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trasformeranno in cellule schiumose suggerendo di possedere un meccanismo
protettivo verso un eccessivo accumulo di lipidi nel loro citoplasma.
I monociti che penetrano all'interno dello strato endoteliale possono diﬀe-
renziarsi, oltre che in macrofagi, anche in cellule dendritiche.
La diﬀerenziazione dei monociti in macrofagi o in cellule dendritiche dipen-
de soprattutto dalle citochine presenti, in particolare da M-CSF e dal fatto-
re stimolante le colonie granulocitarie-macrofagiche (Granulocyte Macrophage
Colony-Stimulating Factor, GM-CSF).
Macrofagi e cellule dendritiche, insieme alle cellule T che migrano anch'es-
se dal sangue all'interno dell'intima, costituiscono quello che viene chiamato
tessuto linfoide associato ai vasi (vascular-associated lymphoid tissue, VALT).
La trasformazione dei macrofagi in cellule schiumose può essere inﬂuenzata
da vari fattori, ad esempio da Chlamydia pneumoniae, un parassita intracellu-
lare obbligato che comunemente infetta i fagociti mononucleati, responsabile,
oltre dell'insorgenza dell'aterosclerosi, di numerose malattie respiratorie. Al-
l'interno della lesione alterna fasi di attività e latenza [9] e infatti nel citoplasma
delle cellule schiumose si possono ritrovare strutture che corrispondono a vari
stadi dello sviluppo di questo parassita. [7]
All'interno dell'intima i macrofagi svolgono varie funzioni collegate all'atero-
sclerosi e alle conseguenti complicazioni. Principalmente, le cellule schiumose
secernono citochine pro-inﬁammatorie, che ampliﬁcano la risposta inﬁamma-
toria locale nelle lesione, e specie reattive dell'ossigeno (ROS).
Inoltre, il fagocita mononucleare attivato ha un ruolo chiave nello sviluppo di
trombosi associata all'aterosclerosi, perché capace di produrre metalloproteasi
di matrice (MMPs), che inducono la degradazione della matrice extracellulare
portando alla rottura della placca.
In conseguenza alla rottura della lesione, il sangue entra in contatto con un
altro prodotto dei macrofagi: il fattore tissutale (protein tissue factor, TF), a
potente attività pro-coagulante.
Inﬁne i macrofagi si aggregano in un nucleo centrale, tipico della placca
aterosclerotica. A questo punto i macrofagi possono morire, alcuni mediante
apoptosi, dando origine al cosiddetto core necrotico. [10] I passaggi ﬁnora
discussi vengono schematizzati in Figura 1.1.
CAPITOLO 1. LA PATOLOGIA ATEROSCLEROTICA 5
Figura 1.1: Reclutamento dei monociti e formazione delle cellule schiumose
1.2.2 Ruolo dei linfociti T nello sviluppo della lesione
aterosclerotica
Come nel caso dei fagociti mononucleari, i linfociti T entrano nell'intima
grazie al legame con molecole di adesione tra cui VCAM-1 e in risposta a
segnali chemiotattici.
Questi ultimi comprendono un trio di chemochine della famiglia CXC, selettive
per i linfociti:
 la proteina 10 interferone-γ-inducibile (Interferon γ-induced protein 10,
IP-10);
 il fattore chemiotattico α per le cellule T interferone inducibile (Interferon-
inducible T cell alpha chemoattractant, I-TAC);
 la monochina indotta dall'interferone γ (Monokine induced by gamma
interferon, Mig).
L'interferone γ (IFN-γ) presente a livello della lesione induce la trascrizione
dei geni che codiﬁcano per questa famiglia di citochine.
Oltre a quest'azione, l'IFN-γ promuove una sovraregolazione di molecole di
adesione, aumenta la secrezione di proteasi ed inﬁne stimola l'attivazione delle
cellule endoteliali e dei macrofagi. [2]
Una volta prodotte, queste chemochine si legano al proprio recettore, il recet-
tore CXCR3, espresso dalle cellule T nella lesione aterosclerotica.
All'interno della tonaca intima, le cellule T possono incontrare antigeni come
lipoproteine a bassa densità ossidate (Ox-LDL) e le proteine da shock termico
(HSPs) di origine endogena o microbica.
Queste ultime, specialmente HSP60, rappresentano un'altra interessante cau-
sa di inﬁammazione nell'aterosclerosi; si tratta di chaperones molecolari ad
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elevate proprietà immunogeniche e pro-inﬁammatorie capaci, nello spazio ex-
tracellulare, di legarsi a recettori di tipo Toll (Toll-like receptors) o di associarsi
a endotossine, scatenando quindi l'immunità innata. [11]
Una volta attivati in seguito al legame con i propri antigeni, i linfociti co-
minciano a produrre citochine che inﬂuenzeranno il comportamento di altre
cellule presenti nell'ateroma.
In particolare, CD154, espressa dal linfocita, si lega al proprio recettore CD40
presente sul macrofago, inducendo l'espressione del TF, delle MMPs e di altre
citochine pro-inﬁammatorie.
La produzione di queste molecole provvede ad ampliﬁcare ed a raﬀorzare l'inte-
razione tra l'immunità acquisita, in cui agiscono i linfociti, e l'immunità innata,
mediata dai macrofagi. [10]
I linfociti T possono essere distinti in varie classi, ognuna con una propria
funzione.
Tra queste, nel riconoscere un antigene hanno un ruolo chiave i linfociti T
Helper, a sua volta suddivisi in Th1 e Th2.
Questi ultimi secernono due interleuchine, IL-4 e IL-10, capaci di ridurre la
risposta inﬁammatoria promuovendo l'immunità di tipo umorale anche se il
ruolo dei Th2 nell'aterosclerosi risulta controverso.
Infatti, sembra che siano in grado di contribuire alla formazione di aneurismi
dell'aorta addominale mediante l'induzione di enzimi elastolitici.
I Th1 invece, ampliﬁcano l'azione pro-inﬁammatoria attraverso la secrezione
di IFN-γ, di IL-1 e del fattore di necrosi tumorale α. [12]
Nei primi stadi della lesione si ritrovano, in misura minore, anche un'altra
popolazione di linfociti T, le cellule natural killer.
Queste riconoscono antigeni lipidici e la loro attivazione aumenta l'aterosclerosi
nei topi knock-out per apoE. Queste cellule tipicamente riconoscono antigeni
virali che possono essere presenti a livello della lesione. [5]
Tutti questi passaggi sono schematizzati in Figura 1.2.
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Figura 1.2: Ruolo dei linfociti T nell'aterogenesi
1.2.3 I mastociti e le piastrine nella prima fase dell'ate-
rosclerosi
L'inﬁltrato leucocitario nelle placche ateromatose include anche una piccola
ma importante popolazione di mastociti. Il fattore chemiotattico eotassina
interagisce con il recettore per le chemochine CCR3 espresso dai mastociti,
mediandone così la migrazione attraverso l'endotelio.
Nell'intima i mastociti iniziano a degranulare rilasciando TNF-α, eparina,
fattore anticoagulante capace di aumentare la formazione delle cellule schiu-
mose, e due serin proteasi, la triptasi e la chimasi.
La triptasi è in grado di attivare le MMPs, di indurre l'apoptosi dei macrofagi
e l'espressione da parte delle cellule endoteliali di MCP-1 e IL-8, capaci di
reclutare altri monociti a livello della placca aterosclerotica.
La chimasi invece, oltre a promuovere la degradazione della matrice, induce
l'apoptosi delle cellule endoteliali, delle cellule muscolari lisce e dei macrofagi;
può anche portare alla formazione dell'angiotensina II a partire dal precursore
angiotensina I, capace di contribuire all'aterogenesi stimolando la crescita delle
cellule muscolari, Figura 1.3. [13]
Per quanto riguarda il ruolo svolto dalle piastrine, queste possono aderire
all'endotelio alterato, al collagene esposto e ai macrofagi. Una volta attivate, le
piastrine rilasciano i propri granuli contenenti citochine e fattori di crescita che,
insieme alla trombina, contribuiscono alla proliferazione delle cellule muscolari
lisce e dei monociti.
Inoltre, l'attivazione delle piastrine porta alla formazione di acido arachidonico
libero, che può essere trasformato in prostaglandine, tra cui il trombossano
A2, potente vasocostrittore e aggregante piastrinico, o in leucotrieni, capaci di
ampliﬁcare la risposta inﬁammatoria.
Le piastrine in condizioni non patologiche sono importanti nel mantenere
l'integrità vascolare e nel proteggere contro emorragie spontanee.
Le piastrine attivate si possono accumulare nella parete delle arterie e reclutare
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Figura 1.3: I mastociti nella placca aterosclerotica
altre piastrine, portando alla formazione di un trombo. Queste esprimono sulla
loro superﬁcie il recettore glicoproteico IIb/IIIa della famiglia delle integrine,
capace di legare il trombossano. Tale recettore svolge un'importante funzione
emostatica e lo sviluppo di antagonisti potrebbe prevenire la formazione di
trombi, una tra le più gravi conseguenze dell'aterosclerosi. [5]
1.3 Lipoproteine ed aterosclerosi
1.3.1 LDL: ruolo nell'aterogenesi
Il colesterolo sierico è trasportato grazie ad alcune lipoproteine. I chilo-
microni provvedono al trasporto dei lipidi introdotti con la dieta, mentre le
lipoproteine a densità molto bassa (VLDL), le lipoproteine a bassa densità
(LDL) e le lipoproteine ad alta densità (HDL) funzionano da trasportatori per
i lipidi endogeni.
Le VLDL ricche di trigliceridi contenenti apolipoproteina B-100 (apo B-100)
e apolipoproteina E (apo E) sono sintetizzate dal fegato e funzionano da tra-
sportatori degli acidi grassi dal tessuto adiposo ai muscoli.
Dopo la rimozione dei trigliceridi nei tessuti periferici, una parte delle VLDL
rimanenti sono metabolizzate a LDL in seguito all'ulteriore rimozione del core
ricco di trigliceridi e alla dissociazione delle apolipoproteine diverse da apo
B-100.
Nell'uomo, la maggior parte del colesterolo è trasportato ai tessuti periferici
dalle particelle di LDL. Quest'ultime entrano all'interno delle cellula per mezzo
di recettori in grado di riconoscere un dominio N-terminale della apo B-100.
L'espressione dei recettori per le LDL è regolata dal contenuto intracellulare
di colesterolo libero mediante un meccanismo a feed-back negativo. Bassi livel-
li di colesterolo intracellulare portano all'attivazione del fattore di trascrizione
SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding Protein), che stimola la trascri-
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zione dei geni per i recettori delle LDL e altri geni coinvolti nella biosintesi del
colesterolo.
Le statine, la principale classe di farmaci impiegata nell'ipercolesterolemia,
abbassano indirettamente il livello del colesterolo circolante inibendo l'enzima
idrossimetilglutaril-CoA reduttasi, indispensabile per la sintesi del colesterolo
endogeno. La risultante diminuzione del colesterolo intracellulare porta all'at-
tivazione del SREBP, ad una sovraregolazione dei recettori per le LDL, di cui
così vengono ridotti i livelli circolanti.
Nello sviluppo della patologia aterosclerotica, uno dei primi eventi che porta
alla formazione delle cosiddette strie lipidiche è proprio l'accumulo delle LDL
nella matrice extracellulare dello spazio subendoteliale.
Le LDL infatti, diﬀondono passivamente attraverso le giunzioni delle cellule
endoteliali e si legano mediante apo B-100 ai proteoglicani presenti nella ma-
trice extracellulare.
Una volta intrappolate, le LDL subiscono modiﬁcazioni attraverso reazioni di
lipolisi, proteolisi, aggregazione e ossidazione.
In quest'ultimo caso si formano lipoproteine a bassa densità ossidate (Ox-LDL)
da parte di ioni metallici, lipossigenasi, mieloperossidasi e specie reattive del-
l'azoto.
In particolare, la arachidonato 15-lipossigenasi, prodotta dalle cellule endo-
teliali, dai monociti e dai macrofagi, converte gli acidi grassi polinsaturi in
lipoidroperossidi, che si decompongono generando dei prodotti tossici tra cui
la malondialdeide (MDA), capace di formare addotti con proteine, peptidi,
carboidrati e DNA.
Le proprietà speciﬁche delle Ox-LDL, valutate in vitro tramite l'ossidazione
delle LDL native, dipendono dall'estensione delle modiﬁche.
Si può parlare di modiﬁcazioni minimali (MM-LDL) in seguito alle quali le
particelle di LDL hanno attività proinﬁammatoria ma possono essere ancora
riconosciute dai propri recettori e di ossidazione estesa, in cui la apo B viene
frammentata e i residui di lisina sono modiﬁcati covalentemente dai prodotti
tossici citati prima.
Queste particelle non si legano ai recettori per le LDL, ma ai recettori espressi
dai macrofagi e dalle cellule muscolari lisce. [1,11,14]
Le MM-LDL inducono l'endotelio ad esprimere ICAM-1, VCAM-1 ed E-
selectina; promuovono la proliferazione dei monociti e il loro diﬀerenziamento
in macrofagi, stimolando le cellule endoteliali ad esprime M-CSF ed inﬁne,
nei macrofagi inducono l'espressione della fosfolipasi A2 (PLA2), che libera gli
acidi grassi polinsaturi dalle HDL e LDL e aumenta la formazione di fosfolipidi
ossidati, e della mieloperossidasi (MPO).
Le Ox-LDL invece, stimolano l'endotelio a secernere MCP-1 e promuovono
la ritenzione dei macrofagi nella parete delle arterie, in quanto sono potenti
inibitori della motilità dei macrofagi; sono capaci di legarsi ai recettori sca-
venger, SRA e CD36, formando così le cellule schiumose, tipiche della lesione
aterosclerotica inziale.
Inducono la migrazione delle cellule muscolari aumentando l'espressione del
fattore di crescita derivato dalle piastrine (platelet-derived growth factor, PDGF)
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da parte delle cellule endoteliali, delle cellule muscolari lisce e dei macrofagi.
Le Ox-LDL inoltre, promuovono la proliferazione delle cellule muscolari lisce
stimolando l'espressione del fattore di crescita dei ﬁbroblasti (ﬁbroblast growth
factor, FGF) da parte delle cellule endoteliali e delle stesse cellule muscolari.
Il trombossano A2, rilasciato dalle piastrine aggregate a livello del danno
endoteliale, e le MM-LDL hanno un eﬀetto sinergico sulla proliferazione delle
cellule muscolari.
Per quanto riguarda la formazione di trombi nel tessuto danneggiato, le Ox-
LDL stimolano l'adesione e l'aggregazione piastrinica, diminuendo la produ-
zione endoteliale di NO, aumentando la produzione delle prostacicline (PGI2),
stimolando la sintesi di prostaglandine e dei precursori; migliorano l'attività
procoagulante dell'endotelio inducendo il rilascio di TF dalle cellule endoteliali
e dalle cellule muscolari lisce. TF è un cofattore del fattore VIIa che attiva i
fattori IX e X, causando la formazione di trombina.
Le Ox-LDL riducono l'attività ﬁbrinolitica dell'endotelio diminuendo la se-
crezione del fattore attivante il plasminogeno (tPA) e aumentando il rilascio
dell'inibitore dell'attivatore del plasminogeno di tipo 1 (PAI-1).
Inﬁne, le OxLDL contribuiscono all'apoptosi delle cellule endoteliali, delle cel-
lule muscolari lisce e delle cellule schiumose, inducendo quindi la trombosi.
[15]
1.3.2 HDL: protezione contro l'aterosclerosi
A diﬀerenza delle LDL, le lipoproteine ad alta densità (HDL) proteggono
dallo sviluppo di aterosclerosi.
Infatti il colesterolo HDL, comunemente chiamato colesterolo buono, riduce
notevolmente il rischio di patologie cardiovascolari.
Un importante meccanismo con cui svolge quest'azione è il cosiddetto traspor-
to inverso del colesterolo (reverse cholesterol transport, RCT), mediante il qua-
le il colesterolo in eccesso viene rimosso dai tessuti periferici e successivamente
trasportato al fegato per essere convertito ed eliminato dalla bile.
Inoltre le HDL possiedono proprietà anti-inﬁammatorie e anti-ossidanti.
Queste proprietà dipendono da una proteina trasportata dalle HDL, la parao-
xonasi, un'esterasi prodotta a livello del fegato, che si oppone alla perossidazio-
ne lipidica delle LDL e di conseguenza all'espressione endoteliale delle molecole
di adesione, uno tra i più importanti meccanismi che portano all'aterogenesi.
Quindi, la formazione di HDL alterate si può considerare un meccanismo in-
diretto dello sviluppo dell'aterosclerosi e di patologie simili.
Pazienti ad esempio con artrite reumatoide o lupus eritematoso mostrano tutti
HDL modiﬁcate. [16]
1.4 Importanza dell'NO
Essendo il principale regolatore dell'omeostasi cellulare, l'endotelio ha il com-
pito di mantenere l'equilibrio tra vasodilatazione e vasocostrizione, tra inibizio-
ne e stimolazione della proliferazione e della migrazione delle cellule muscolari
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lisce, tra trombogenesi e ﬁbrinolisi. Quando questo equilibrio viene meno, si
veriﬁca una disfunzione endoteliale, che causa danni alla parete arteriosa con
conseguente inizio dell'aterosclerosi.
L'endotelio sano regola il tono vascolare mediante il rilascio di sostanze va-
socostrittrici e vasodilatatorie, tra cui il monossido di azoto (NO).
Altre sostanze vasodilatatorie prodotte sono le prostacicline, che hanno un'a-
zione sinergica con l'NO nell'inibire l'aggregazione piastrinica, e la bradichinina
capace di stimolare il rilascio di NO e di tPA.
Tra le sostanze vasocostrittrici prodotte dall'endotelio, hanno un ruolo chiave
nello sviluppo dell'aterosclerosi l'endotelina e l'angiotensina II, quest'ultima
possiede inoltre attività pro-ossidante e stimola la produzione dell'endotelina
stessa.
Endotelina e angiotensina inducono la proliferazione delle cellule muscolari
lisce, contribuendo in tal modo alla formazione della placca.
Quando si crea un danno a carico dell'endotelio, viene sconvolto l'equilibrio
tra vasocostrizione e vasodilatazione e si avviano una serie di eventi che favo-
riscono e aggravano l'aterosclerosi.
Questi includono l'aumento della permeabilità endoteliale, l'aggregazione pia-
strinica, l'adesione dei leucociti e la generazione di citochine.
La diminuita produzione o attività di NO, segnale di una vasodilatazione
compromessa, può essere uno dei primi segni di aterosclerosi.
Il monossido di azoto si forma nelle cellule endoteliali a partire dal suo pre-
cursore L-arginina tramite l'azione dell'enzima NO-sintasi endoteliale (eNOS),
che converte l'amminoacido in NO e L-citrullina, usando tetraidrobiopterina
(TH4), calcio, ﬂavina adenina dinucleotide (FAD) e nicotinammide adenina
dinucleotide fosfato (NADPH) come cofattori.
La sintesi di NO è strettamente dipendente dai cambiamenti della concen-
trazione di calcio.
Numerose sostanze come acetilcolina, bradichinina, sostanza P e serotonina
agiscono su speciﬁci recettori di membrana innescando il rilascio di calcio ci-
tosolico e attivando quindi eNOS.
Un importante stimolo per la produzione di NO è anche l'aumento dello sforzo
di taglio (shear stress) del ﬂusso sanguigno, Figura 1.4.
L'NO è un potente vasodilatatore con numerosi eﬀetti:
 contrasta gli eﬀetti opposti di endotelina e angiotensina II;
 inibisce l'adesione e l'inﬁltrazione leucocitaria e la proliferazione del-
le cellule muscolari lisce vascolari, attivando la guanil ciclasi, enzima
che converte guanosintrifosfato (GTP) in guanosina monofosfato ciclico
(cGMP);
 inibisce l'adesione e l'aggregazione piastrinica, sempre attivando la guanil
ciclasi;
 impedisce l'ossidazione delle lipoproteine a bassa densità.
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Figura 1.4: Sintesi e principali funzioni dell'NO
Quindi la ridotta o mancata attività di NO porta a fenomeni che promuovono
l'aterosclerosi, come vasocostrizione, aggregazione piastrinica, proliferazione e
migrazione delle cellule muscolari lisce, adesione dei leucociti, ossidazione delle
LDL.
La produzione di NO può essere inibita dalle Ox-LDL, in quanto capaci di
inibire eNOS, e dallo stress ossidativo, mediante la produzione del radicale
anione superossido (·O2-), in grado di distruggere il cofattore TH4, essenziale
per la sua sintesi. [17]
L'NO può esser prodotto anche dall'enzima sintetasi inducibile del monossido
di azoto (iNOS) presente nei macrofagi.
In questo caso tuttavia, l'NO prodotto, avendo proprietà antibatteriche basate
sulla sua potente capacità ossidante, è potenzialmente proaterogenico. [18]
1.5 Progressione dell'aterosclerosi
1.5.1 Ruolo delle cellule muscolari lisce
L'evoluzione da semplici strie lipidiche a lesioni più complesse avviene in se-
guito alla migrazione delle cellule muscolari lisce (Smooth muscle cells, SMC),
stimolate da citochine e dal PDGF secreti da macrofagi e linfociti T, dalla
tonaca media all'interno dell'intima.
A questo livello le SMC cominciano a moltiplicarsi e ad inglobare lipoproteine
modiﬁcate, contribuendo così alla formazione delle cellule schiumose, ed a sin-
tetizzare matrice extracellulare che porta allo sviluppo del cappuccio ﬁbroso.
Contemporaneamente inoltre, il continuo accumulo di materiale lipidico porta
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alla formazione del cosiddetto core lipidico, che mano a mano che la lesione si
aggrava, verrà ricoperto dallo stesso cappuccio ﬁbroso.
Il core lipidico può andare incontro a fenomeni necrotici o apoptotici, Figura
1.5. [14]
Figura 1.5: Formazione della lesione avanzata in seguito alla migrazione delle
cellule muscolari lisce
Numerosi studi hanno messo in evidenza che le cellule muscolari lisce, in ri-
sposta a vari stimoli aterogenici come citochine, sforzo di taglio, lipidi e specie
reattive dell'ossigeno, passano da uno fenotipo contrattile a sintetico.
Mentre le prime sono cellule che esprimono proteine coinvolte nella funzione
contrattile, quelle del fenotipo sintetico acquisiscono la capacità di sintetizzare
matrice extracellulare ed esprimono recettori per le LDL e per le VDL e recet-
tori scavenger.
Inoltre, queste cellule muscolari sono capaci di produrre citochine che attraggo-
no e attivano i leucociti, inducono la proliferazione delle stesse cellule muscolari
e promuovono la disfunzione delle cellule dell'endotelio.
Le principali citochine prodotte sono:
 Fattore di crescita derivato dalle piastrine (Platelet derived growth factor,
PDGF);
 Fattore di crescita trasformante-β (Trasforming growth factor-β, TGF-β);
 Fattore di inibizione dei macrofagi (Macrophage Inhibiting Factors, MIF);
 Interferone gamma (Interferon gamma, IFN γ);
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 Proteina chemiotattica per i monociti (Monocyte chemoattractant pro-
tein, MCP-1).
Tuttavia comunque, il ruolo principale delle cellule muscolari lisce rimane
quello di produrre matrice extracellulare.
Mentre nell'arteria sana si ritrova collagene di tipo I e III, la lesione ate-
rosclerotica tende a contenere proteoglicani, ﬁbrille di collagene di tipo I e
ﬁbronectina.
Questo cambiamento può non solo alterare l'architettura del vaso, ma anche
il contenuto di lipidi e l'indice di proliferazione, cioè la capacità che queste
cellule hanno di riprodursi. [19]
Vari fattori sembrano inﬂuenzare la progressione della lesione, come l'intera-
zione di CD40 con il proprio ligando CD40 (CD154), interazione che porta alla
produzione di citochine, di proteasi in grado di degradare la matrice e di mo-
lecole di adesione, o come elevati livelli di omocisteina, capaci di danneggiare
le cellule endoteliali e indurre la moltiplicazione delle cellule muscolari.
Anche l'attivazione del sistema renina-angiotensina stimola la crescita delle
SMC e la produzione della matrice extracellulare. [20]
Due sono le caratteristiche tipiche di una lesione avanzata: la calciﬁcazione
e la neo-vascolarizzazione.
Nella calciﬁcazione dell'intima, regolata da citochine ed ossisteroli, cellule si-
mili a periciti secernono matrice extracellulare che successivamente diventerà
calciﬁcata attraverso un processo simile alla formazione delle ossa.
Per quanto riguarda la neo-vascolarizzazione, le cellule inﬁammatorie che si
trovano nella placca non solo secernono fattori di crescita per le cellule musco-
lari lisce, ma anche mediatori angiogenici come il fattore di crescita vascolare
dell'endotelio (Vascular endothelial growth factor, VEGF).
I microvasi nella placca danno origine ad emorragie in situ ed a trombosi ed
inoltre formano un piccolo circolo collaterale che permette il trasporto sia di so-
stanze nutritive sia di altre cellule inﬁammatorie, promuovendo così la crescita
della lesione. [1]
1.5.2 Ruolo delle metalloproteasi nella rottura della plac-
ca
La rottura del cappuccio ﬁbroso presente nella placca aterosclerotica rappre-
senta la principale causa di infarto del miocardio e ictus.
La placca di tipo vulnerabile, come verrà spiegato anche più avanti, è formata
da un sottile cappuccio ﬁbroso, risulta altamente inﬁammata e contiene poco
collagene. Un aumento quindi della produzione di proteasi, come delle metal-
loproteasi (MMPs), è responsabile dell'indebolimento di questo cappuccio. Per
questo motivo, le MMPs potrebbero essere un interessante target terapeutico.
Le MMPs sono una famiglia di circa 24 proteine, ognuna delle quali ha uno
speciﬁco substrato che include la matrice extracellulare e la superﬁcie cellulare
di varie proteine.
Mentre il più delle MMPs sono secrete, sei metalloproteasi di membrana (mem-
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brane-type MMPs, MT-MMPs) sono proteine integrali di membrana con il do-
minio catalitico sulla superﬁcie cellulare.
La degradazione dei componenti della matrice extracellulare da parte delle
MMPs può ridurre le dimensione della placca e promuoverne l'instabilità.
Per esempio, le collagenasi (MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-13 e MMP-14)
tagliano ﬁbrille di tipo I e collagene di tipo III; MMP-9 e MMP-12 degradano
l'elastina, mentre MMP-3 e matrilisina (MMP-7) hanno una speciﬁcità più
ampia che include collagene di vario tipo e proteoglicani, Figura 1.6.
Figura 1.6: Funzioni delle metalloproteasi
Oltre a rimuovere l'eccesso di matrice extracellulare, alcune MMPs, partico-
larmente MMP-2, MMP-9, MMP-12 e MMP-14, promuovono la migrazione e
la proliferazione delle cellule muscolari lisce, favorendo in questo caso la cre-
scita della placca e la sua stabilità.
Il meccanismo che sta alla base dell'aumento della migrazione consiste nella
semplice rimozione delle barriere della matrice; per quanto riguarda la prolife-
razione, si veriﬁca la scissione delle caderine che causa la perdita del contatto
cellula-cellula e la conseguente traslocazione della β-catenina all'interno del
nucleo della cellula.
Il risultato è un'alterata trascrizione di alcuni geni del ciclo cellulare come ci-
clina D1 e p21 (inibitore delle chinasi ciclina-dipendenti 1).
Il rimodellamento della matrice extracellulare inoltre, permette il legame delle
integrine alla superﬁcie cellulare, che si traduce nella downregulation sia di
p21 sia di p27, un'altra proteina coinvolta nel ciclo cellulare. Entrambe queste
vie stimolano la progressione del ciclo cellulare e la proliferazione delle cellule
muscolari lisce.
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Le arterie sane esprimono solamente pro-MMP-2 e inibitori tissutali delle
metalloproteinasi (tissue inhibitors of MMPs, TIMPs), cioè TIMP-1 e TIMP-
2, mentre nella regioni inclini alla rottura della placca aterosclerotica si osserva
un aumento dei livelli di MMP-1, MMP-3 e MMP-9.
Le MMPs risultano elevate nelle cellule schiumose derivanti dai macrofagi e
sono state inoltre ritrovate nei linfociti, nelle cellule muscolari e nelle cellule
endoteliali.
Nella regione incline alla rottura sono sovraespresse anche le MMPs di tipo
-8, -11, -14 e -16, mentre MMP-7 e MMP-12 sembra che si localizzino più
speciﬁcamente a livello dei macrofagi.
Le MMPs sono attivate dall'inﬁammazione. Mediatori dell'inﬁammazione
come TNF-α o IL-1 aumentano la secrezione di MMP-1, MMP-3 e MMP-9,
ma non di TIMP-1 o di TIMP-2 da parte delle cellule endoteliali e delle cellule
muscolari; PDGF e FGF agiscono sinergicamente con questi mediatori.
L'ingestione di Ox-LDL comporta la sovraregolazione di alcune MMPs: cellu-
le schiumose derivanti da macrofagi isolate da conigli sovraesprimono MMP-1,
MMP-3 e MMP-12.
La CD154, un componente della membrana dei linfociti T attivati, induce
l'espressione delle MMPs nei macrofagi, nelle cellule endoteliali e in quelle mu-
scolari.
La combinazione di tutti questi eﬀetti può portare alla totale distruzione della
placca.
L'attività delle MMPs può essere arrestata grazie a dei meccanismi ﬁsiologici.
L'NO per esempio, inibisce l'espressione di MMP-9; eparina ed proteoglicani
ad eparan solfato inibiscono l'induzione di alcune MMPs da parte delle cellule
muscolari; TGF-β inibisce la secrezione di MMP-1, MMP-3 e MMP-7 nei ﬁ-
broblasti, di MMP-9 nei mastociti, di MMP-7 e MMP-9 nei macrofagi.
Tutti questi meccanismi fanno capire quanto sia importante il ruolo delle
MMPs nell'aterogenesi e quanto la regolazione della loro produzione sia ne-
cessaria per deﬁnire un valido approccio terapeutico. [21]
1.6 Manifestazioni cliniche
Numerosi studi hanno messo in evidenza che le manifestazioni cliniche dell'a-
terosclerosi dipendono principalmente dalla composizione e vulnerabilità della
placca.
Come abbiamo visto, l'ateroma contiene un core lipidico o necrotico ricoperto
da uno strato di cappuccio ﬁbroso, formato da cellule muscolari lisce e matrice
extracellulare.
La base della lesione, chiamata regione shoulder, contiene cellule schiumose
derivanti dai macrofagi e linfociti T.
Tutti questi componenti determinano il tipo di placca che potrà essere presente.
Morfologicamente, possono essere distinte due diverse placche, importanti
dal punto di vista clinico: la placca stabile o la placca instabile, chiamata an-
che placca vulnerabile. La placca stabile è di solito composta da un piccolo
core lipidico e ricoperta da uno spesso cappuccio ﬁbromuscolare, contenente
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matrice extracellulare e molte cellule muscolari lisce, mentre la placca insta-
bile contiene un grande nucleo lipidico, un cappuccio sottile e vi si possono
ritrovare un gran numero di cellule inﬁammatorie, specialmente nella regione
shoulder.
Quella di tipo stabile, quando causa una signiﬁcativa riduzione del lume va-
scolare, porta a stenosi o ad occlusione del vaso.
Quella vulnerabile può essere fatale, in quanto la sua rottura può portare alla
sindrome coronaria acuta o alla trombosi.
La placca può rompersi mediante due meccanismi principali: la morte cellu-
lare o la secrezione di metalloproteasi di matrice (MMPs).
Per quanto riguarda il primo meccanismo, le cellule endoteliali, i macrofagi e
le cellule muscolari lisce possono morire per apoptosi o necrosi. La disintegra-
zione delle cellule schiumose e la perdita delle cellule muscolari può portare
alla formazione di un core destabilizzato e ad un cappuccio ﬁbroso fragile e
incline alla rottura. [6]
Altrimenti, i mediatori dell'inﬁammazione, principalmente macrofagi o le Ox-
LDL, possono stimolare l'espressione e l'attivazione delle MMPs, che includono
collagenasi, gelatinasi e stromelisine, capaci di degradare la matrice extracel-
lulare.
La secrezione di MMPs può essere sovraregolata da alcune citochine presenti
a livello della lesione come il TNF e IL-1.
Anche i linfociti T possono inﬂuenzare la stabilità della placca attraverso il
rilascio di INF-γ, che inibisce la proliferazione delle cellule muscolari lisce e
quindi la produzione di matrice extracellulare. [1]
Una volta che il cappuccio si è rotto, le piastrine sono attivate dal con-
tatto con il collagene e con il fattore tissutale, aggravando ulteriormente la
situazione. [22]
In tabella 4.33 sono mostrate le manifestazioni cliniche che l'aterosclerosi
comporta nei principali distretti anatomici.
Organ/system Clinical entity
Heart Coronary artery disease (stable and unstable angina and
myocardial infarction)
Congestive heart failure
Central nervous system Cerebrovascular disease (transient ischemic attacks and
strokes)
Peripheral vasculature Peripheral vascular disease (intermittent claudication,
vascular insuﬃciency and gangrene)
Tabella 1.1: Manifestazioni cliniche dell'aterosclerosi
L'ischemia e/o l'infarto che si veriﬁca in seguito alla riduzione del lume o
all'ostruzione del ﬂusso sanguigno dipendono dall'entità dell'ostruzione (par-
ziale, subtotale o totale), dalla durata dell'ostruzione, dal grado di reversibilità
e dalla perfusione del territorio vascolare colpito ed inﬁne se si tratta di un
fenomeno acuto o cronico. [20]
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1.7 Breve riassunto della nascita di un ateroma
Nell'uomo sano, l'arteria è formata da tre strati: la tonaca intima, media ed
avventizia.
La tonaca intima è composta da un unico strato di cellule endoteliali in contatto
diretto con il sangue che poggiano su una sottile membrana basale.
La tonaca media è costituita da più strati di cellule muscolari, molto più ﬁtte
e impaccate rispetto alla tonaca intima, assemblate in una matrice ricca di
elastina e collagene.
La tonaca avventizia, la più esterna, è formata da connettivo lasso.
Tra una tonaca e l'altra sono presenti delle lamine elastiche; la lamina elastica
interna, che separa l'intima dalla media, contiene alcune cellule muscolari lisce
sparse all'interno di matrice extracellulare.
Nelle prime fasi dello sviluppo dell'aterosclerosi, come mostrato in Figura
1.7, il reclutamento di cellule inﬁammatorie e l'accumulo di lipidi porta alla
formazione di un core lipidico e l'arteria quindi, per far fronte all'espansione
dell'intima, si allarga verso l'esterno.
Figura 1.7: Storia della nascita di un ateroma
Se le condizioni inﬁammatorie prevalgono e i vari fattori di rischio persi-
stono, il nucleo lipidico può ingrandirsi e le proteinasi, secrete dai leucociti
attivati, possono degradare la matrice extracellulare, mentre citochine pro-
inﬁammatorie come IFN-γ possono limitare la sintesi di nuovo collagene.
Questi cambiamenti possono rendere il cappuccio più sottile, quindi friabile e
incline alla rottura.
Quando avviene la rottura della placca, il sangue a contatto con il fattore
tissutale comincia a coagulare. Le piastrine attivate aderisco alla parete dan-
neggiata e formano così un trombo.
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Se il trombo occlude il vaso in maniera persistente, può veriﬁcarsi un infarto
del miocardio acuto o altrimenti, il trombo può regredire in seguito a una ri-
sposta endogena o terapeutica.
Tuttavia, la formazione della trombina, generata durante la coagulazione del
sangue, può indurre la proliferazione delle cellule muscolari lisce, mentre il
PDGF, rilasciato dalle piastrine attivate, ne stimola la migrazione.
Il TGF-β, rilasciato sempre dalle piastrine attivate, promuove la sintesi di
collagene interstiziale.
L'aumento della migrazione, della proliferazione e della sintesi di matrice ex-
tracellulare da parte delle cellule muscolari lisce, ispessisce il cappuccio ﬁbroso
e provoca di nuovo l'espansione dell'intima, ora con direzione verso l'interno,
riducendo così il lume.
Le lesioni così prodotte, restringono il ﬂusso sanguigno, soprattutto in situa-
zioni di aumentata domanda cardiaca, portando all'ischemia e provocando in
genere sintomi come l'angina pectoris.
Le placche avanzate, essendo a carattere più ﬁbroso, sono meno inclini alla
rottura questa volta.
Una riduzione del contenuto di lipidi e della risposta inﬁammatoria, porta
invece a una placca stabile con un sottile cappuccio ﬁbroso e con un lume
funzionale. [10]
1.8 Fattori di rischio
L'aterosclerosi è una patologia multifattoriale e complessa, alla base della
quale esistono numerosi fattori di rischio responsabili del suo sviluppo:
 Fumo di sigaretta : nel 1940 è stata dimostrata la relazione tra il fu-
mo e le malattie cardiache. Il fumo incrementa la rigidità della parete
delle arterie, aumenta i livelli di ﬁbrinogeno e l'aggregazione piastrinica,
mentre diminuisce il livello del colesterolo HDL.
Nei fumatori inoltre, sono state ritrovate diﬀerenti varianti genetiche
della paraoxonasi, con conseguente danno cellulare. [23]
 Ipertensione : nei pazienti ipertesi risulta elevata la concentrazione del-
l'angiotensina II, il principale prodotto del sistema renina-angiotensina.
L'angiotensina II è un potente vasocostrittore che stimola la crescita
delle cellule muscolari lisce. Infatti, è capace di legarsi a speciﬁci re-
cettori presenti sulla superﬁcie dei muscoli lisci, causando l'attivazione
della fosfolipasi C. Questa può causare un aumento della concentrazione
di calcio intracellulare e della contrazione del muscolo liscio, stimolando
così la sintesi proteica e l'ipertroﬁa delle cellule muscolari lisce, di cui
inoltre può aumentare l'attività lipossigenasica, che contribuisce all'ossi-
dazione delle LDL.
L'ipertensione ha anche azione proinﬁammatoria, aumentando nel pla-
sma la formazione di perossido di idrogeno e radicali liberi come l'anione
superossido e radicali ossidrilici. Queste sostanze riducono la formazione
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del monossido di azoto da parte dell'endotelio, aumentano l'adesione dei
leucociti e accrescono la resistenza periferica. [5]
 Diabete mellito di tipo 2 : i pazienti aﬀetti da diabete sono general-
mente predisposti all'aterosclerosi.
La dislipidemia caratterizzata da elevati livelli di LDL e bassi livelli di
HDL è associata a malattie cardiache coronariche.
Il diabete di tipo 2 promuove inoltre la calciﬁcazione delle arterie coro-
narie, una caratteristica tipica della placca aterosclerotica.
 Colesterolo sierico: sebbene risulti diﬃcile stabilire un unico fattore
di rischio responsabile dello sviluppo dell'aterosclerosi, un elevato livello
di colesterolo plasmatico può essere suﬃciente da solo a innescare la
patologia.
Infatti, l'accumulo all'interno delle arterie di colesterolo, un composto
essenziale per la sintesi della bile, di molti ormoni e per la produzione
di vitamina D, porta alla formazione delle strie lipidiche, la prima tappa
del processo aterogenico.
 Omocisteina : l'omocisteina è un amminoacido altamente reattivo, tos-
sico verso l'endotelio vascolare e capace di aumentare l'autossidazione
delle LDL.
Inoltre è capace di indurre la proliferazione delle cellule muscolari lisce,
aumentando così la sintesi di collagene. [23]
 Infezioni : durante i primi studi sulla malattia, osservando le caratteri-
stiche microscopiche e macroscopiche della placca, i patologi pensavano
che alla base dell'aterosclerosi ci fossero le infezioni.
Numerosi canditati promuovono lo sviluppo dell'aterosclerosi nell'uo-
mo: Chlamydia pneumoniae, organismi parodontali come Porphyromo-
nas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Helicobacter py-
lori e citomegalovirus.
C. pneumoniae è stato ritrovato all'interno delle placche, è coinvolto in
tutti gli stadi dell'aterosclerosi compresi inizio, inﬁammazione, formazio-
ne del cappuccio ﬁbroso, rottura della placca e trombosi.
Porphyromonas gingivalis è associato alla progressione dell'aterosclerosi,
in quanto può accelerare la formazione dell'ateroma.
Per quanto riguarda i citomegalovirus, questi appartengono alla famiglia
degli Herpes virus, la cui presenza nella popolazione è molto comune.
Questo rende gli studi di associazione diﬃcili da interpretare, generando
pareti discordanti sull'argomento.
Inﬁne altri microrganismi patogeni sono stati discussi e riportati come
possibili cause di malattie cardiovascolari e di aterosclerosi come HIV,
virus di Epstein-Barr, inﬂuenza, Mycoplasma pneumoniae e Streptococ-
cus pneumoniae.
Tuttavia, sebbene siano stati fatti numerosi studi, non risulta ancora
del tutto chiara la correlazione tra l'aterosclerosi e la presenza di agenti
infettivi. [11]
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 Sesso ed età : l'aterosclerosi è più frequente nell'uomo. Nella donna
in premenopausa l'incidenza di malattie cardiovascolari è più bassa, in
quanto gli estrogeni hanno un eﬀetto protettivo contro lo sviluppo di
queste malattie.
Gli estrogeni inﬂuenzano il processo aterosclerotico attraverso alcuni
meccanismi: sono capaci di abbassare il colesterolo totale, le LDL e i
livelli di omocisteina, aumentano quelli delle HDL e migliorano il meta-
bolismo postprandiale dei lipidi.
Inoltre, gli estrogeni hanno un eﬀetto vasodilatatorio acuto sulla parete
delle arterie e un eﬀetto ateroprotettivo che coinvolge l'inibizione della
proliferazione delle cellule muscolari lisce. Tuttavia, il rischio di malattie
cardiovascolari nelle donne diventa molto alto in menopausa.
L'aterosclerosi è una malattia che colpisce prevalentemente soggetti an-
ziani, insorge nell'uomo a partire dai 50 anni, nella donna a partire dai
65 e si può manifestare anche nei giovani.
 Predisposizione familiare : le persone che presentano familiarità per
malattie cardiovascolari, soprattutto in presenza di familiarità giovanile,
hanno un'aumentata probabilità di sviluppare l'aterosclerosi. [24]
1.9 Endotelio, ﬂusso sanguigno e aterosclerosi
1.9.1 Caratteristiche dell'endotelio
L'endotelio è il monostrato cellulare che riveste la superﬁcie interna di tutti
i vasi sanguigni. Le cellule endoteliali giocano un ruolo critico nel regolare le
normali funzioni e la disfunzione endoteliale è alla base dello sviluppo e della
progressione dell'aterosclerosi.
Le cellule endoteliali sono sottoposte a una moltitudine di stimoli biochimici
come conseguenza della loro interazione con piccole e grandi molecole presenti
nel ﬂusso sanguigno e con fattori solubili rilasciati dalle cellule del sangue e
dalle altre cellule della parete delle arterie, principalmente cellule muscolari
lisce.
Questi stimoli innescano vie di segnalazione intracellulare che regolano la
struttura e la funzione vascolare.
Oltre agli stimoli biochimici, le cellule endoteliali delle arterie sono continua-
mente soggette a una vasta gamma di stress bioﬁsici sia sulla superﬁcie apicale
sia su quella basale.
Dalla loro parte apicale, le cellule endoteliali sono sottoposte a forze di pres-
sione e a sforzi di taglio a causa del ﬂusso sanguigno viscoso, dalla parte basale
invece, percepiscono e rispondono alla rugosità e rigidità del loro substrato.
Essendo quindi le cellule endoteliali continuamente sottoposte al ﬂusso sangui-
gno, sono stati fatti degli studi per valutare gli eﬀetti del ﬂusso sulla morfologia
di queste cellule.
Mentre in vitro, cioè in colture statiche, le cellule endoteliali formano un mono-
strato continuo in cui ciascuna cellula assume un tipico aspetto ad acciotolato
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(cobblestone) con un diametro medio cellulare di circa 25-30 μm, in vivo le
cellule endoteliali diventano molto allungate, con una lunghezza di circa 50-60
μm e allineate nella direzione del ﬂusso.
1.9.2 Disfunzione endoteliale e importanza del ﬂusso san-
guigno nell'aterogenesi
L'endotelio svolge numerosi ruoli, essenziali per la normale funzione vasco-
lare:
 Provvede alla formazione di una superﬁcie non trombogenica, cioè che
previene la coagulazione del sangue mediante il rilascio da parte delle cel-
lule endoteliali di NO e prostacicline, due potenti inibitori dell'attivazione
e aggregazione delle piastrine.
 Regola la permeabilità vascolare sia di piccoli soluti sia di macromoleco-
le, come anche la trasmigrazione dei leucociti.
Nell'endotelio sano, le cellule endoteliali sono unite da giunzioni inter-
cellulari strette che provvedono a formare una barriera permeabile che
esclude molecole con raggio più grande di circa 1 nm. Quindi, macro-
molecole come le lipoproteine, il cui ingresso nel sangue è alla base del-
lo sviluppo dell'aterosclerosi, di per sé sono incapaci di attraversare le
giunzioni intercellulari.
 Per prevenire il rischio di trombosi e regolare la permeabilità vascolare,
l'endotelio modula le risposte vascolari in base ai cambiamenti del ﬂusso
sanguigno.
Un aumento acuto del ﬂusso del sangue porta ad un rapido aumento del
diametro delle arterie (vasodilatazione), mentre una riduzione acuta del
ﬂusso del sangue ha un eﬀetto opposto (vasocostrizione).
La disfunzione endoteliale quindi, porta all'insorgenza di numerose patologie,
principalmente l'aterosclerosi.
Inizialmente tra le varie ipotesi pensate per spiegare l'insorgenza dell'ate-
rosclerosi, la più accreditata era quella della risposta al danno (response to
injury) secondo la quale il primo evento nello sviluppo dell'aterosclerosi è il
danno endoteliale che comporta la denudazione delle cellule endoteliali e la
conseguente esposizione del tessuto connettivo sottostante.
Le piastrine diventano così in grado di aderire al segmento di arteria danneg-
giato e di rilasciare fattori in grado di stimolare la proliferazione delle cellule
muscolari lisce, contribuendo allo sviluppo della lesione aterosclerotica.
L'ipotesi della risposta al danno è stata in seguito modiﬁcata quando è stato
visto che l'endotelio nelle prime fasi dell'aterosclerosi rimane intatto.
Pertanto, il pensiero di adesso è che alla base dell'inizio della malattia ci sia
piuttosto la disfunzione dell'endotelio e che la disfunzione endoteliale più co-
mune implicata nell'aterogenesi sia l'inﬁammazione cellulare.
Come è stato precedentemente scritto infatti, l'inﬁammazione porta ad un
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aumento della permeabilità vascolare e quindi del trasporto e accumulo di ma-
cromolecole nelle arterie.
L'inﬁammazione è inoltre associata ad una aumentata espressione di molecole
di adesione, responsabili del reclutamento, dell'adesione e della trasmigrazione
dei leucociti, che sono tra i principali componenti delle placche aterosclerotiche.
Come si può vedere in Figura 1.8, esistono delle regioni preferenziali in
cui l'aterosclerosi può svilupparsi, cioè alle curvature, alle biforcazioni e alle
ramiﬁcazioni.
Figura 1.8: Regioni maggiormente colpite da aterosclerosi
Il ﬂusso sanguigno genera vari tipi di forze emodinamiche e la morfologia
delle cellule endoteliali in vivo riﬂette le condizioni locali.
Le cellule nelle regioni tubulari, in cui il sangue ha moto laminare, presentano
una forma ellissoide e sono allineate nella direzione del ﬂusso, mentre nelle
regioni delle curvature o ramiﬁcazioni delle arterie, dove il ﬂusso è disturbato,
hanno una forma poligonale e nessuna particolare orientazione.
Queste ultime aree mostrano un'aumentata permeabilità alle macromolecole
come le LDL e sono quindi regioni suscettibili all'aterosclerosi.
In Figura 1.9 sono mostrate le principali arterie che rispondono a queste
caratteristiche e in cui quindi più facilmente potrà svilupparsi l'aterosclerosi.
[25,26]
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Arterie cerebrali
Arterie carotidee e vertebrali
Arco dell'aorta
Arteria addominale
Arteria femorale
Arteria iliaca
Arterie renali
Arterie coronarie
Figura 1.9: Principali arterie in cui può svilupparsi l'aterosclerosi
1.10 Classiﬁcazione delle lesioni aterosclerotiche
I vari tipi di lesione aterosclerotica sono classiﬁcati in base alla composizione
istologica e alla loro struttura, Figura 1.10; ogni tipo è contrassegnato da
un numero romano e la risultante classiﬁcazione riﬂette la storia naturale e
temporale della malattia.
Nelle fasi iniziali dell'aterosclerosi, la sequenza è prevedibile, uniforme e ca-
ratteristica, ma le lesioni possono successivamente progredire in diﬀerenti se-
quenze morfogenetiche, causando diversi tipi di lesione e sindromi cliniche.
Generalmente infatti, le lesioni avanzate, caratterizzate da un accumulo di li-
pidi associato a disorganizzazione intimale, ispessimento e deformazione della
parete arteriosa, sono capaci di produrre sintomi, ma le lesioni che le precedono
sono clinicamente silenti.
Le lesioni I-III sono considerate iniziali mentre le lesioni IV-VI sono avanzate.
Lesione di tipo I: queste lesioni sono formate dai primi depositi di lipidi
nell'intima rilevabili chimicamente e microscopicamente e dalle reazioni cellu-
lari associate a tali depositi.
Le lesioni di tipo I, chiamate anche lesioni iniziali, sono frequenti nei neonati
e nei bambini a livello delle coronarie, ma possono essere anche presenti negli
adulti nei punti delle arterie resistenti alla lesione.
Non sono visibili ad occhio nudo, in quanto le alterazioni istologiche dell'intima
sono minime.
Sono formate da piccoli gruppi isolati di macrofagi contenti goccioline di lipidi,
cioè da cellule schiumose (foam cells).
Lesione di tipo II: le lesioni di tipo II comprendono le strie lipidiche (fatty
streaks) che si presentano di colore giallo. Tuttavia, non tutte le lesioni che
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rispondono alle caratteristiche di tipo II sono visibili come strisce di grasso.
Dal punto di vista microscopico, le lesioni di tipo II sono più distinguibili di
quelle di tipo I; sono formate da cellule schiumose derivanti dai macrofagi stra-
tiﬁcate in strati adiacenti piuttosto che da gruppi di poche cellule isolate.
Oltre ai macrofagi, ora anche le cellule muscolari lisce intimali contengono goc-
ce lipidiche.
La maggior parte dei lipidi delle lesioni di tipo II si ritrova nelle cellule mentre
lo spazio extracellulare ne contiene solo piccole quantità.
I lipidi della lesione di tipo II sono costituiti principalmente da esteri del cole-
sterolo (77%), colesterolo e fosfolipidi. I principali esteri del colesterolo presenti
sono il colesteril linoleato (26%) e il colesteril oleato (35%).
Delle molte lesioni di tipo II presenti in una persona, solo un sottogruppo più
piccolo, denominato IIa, sarà quello che procederà verso lesioni di tipo III.
Nelle arterie coronarie dei bambini le posizioni delle lesioni di tipo IIa coinci-
dono con quelle di tipo I che contengono molte cellule schiumose.
Invece, un gruppo più grande delle lesioni di tipo II, presente nell'intima sot-
tile e con poche cellule muscolari lisce, è denominato IIb. Questo tipo non
progredisce o progredisce molto lentamente.
Le lesioni di tipo II sono generalmente visibili a occhio nudo e sono presenti
per lo più nell'adolescenza.
Lesione di tipo III: la denominazione lesione di tipo III si applica esclu-
sivamente alle lesioni che formano il ponte morfologico e chimico tra le lesioni
di tipo II e gli ateromi.
La lesione di tipo III è anche conosciuta come lesione di transizione, intermedia
o preateroma.
Dal punto di vista istologico, queste lesioni sono caratterizzate da gocce lipi-
diche extracellulari visibili microscopicamente.
Si ritrovano principalmente negli adulti di giovane età. [27]
Lesione di tipo IV: in questo tipo di lesione si crea un accumulo denso di
lipidi in una regione estesa ma ben deﬁnita dell'intima, che prende nome di
core lipidico.
Non sono ancora presenti un aumento del tessuto ﬁbroso, complicazioni come
difetti della superﬁcie della lesione né trombosi.
La lesione di tipo IV è conosciuta anche come ateroma ed è la prima ad esse-
re considerata avanzata per la grave disorganizzazione intimale causata dalla
presenza del nucleo lipidico.
Quest'ultimo sembra svilupparsi dall'aumento e la conseguente conﬂuenza dei
piccoli depositi lipidici extracellulari che caratterizzano le lesioni di tipo III.
Le cellule muscolari lisce dell'intima e la matrice intercellulare dell'intima pro-
fonda sono disperse e sostituite da accumuli di particelle di lipidi extracellulari;
le cellule disperse hanno una forma allungata e membrane basali insolitamente
spesse.
Gli organelli di alcune cellule muscolari lisce possono essere calciﬁcati e parti-
celle di calcio sono spesso ritrovate anche nel core lipidico di giovani adulti.
Fra il core lipidico e l'endotelio si osservano macrofagi, cellule muscolari lisce
(con o senza depositi lipidici), linfociti e mastociti.
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Quando il nucleo lipidico subisce un aumento del tessuto ﬁbroso, principalmen-
te collagene, la lesione viene etichettata di tipo V, sebbene certe volte risulti
diﬃcile distinguere la lesione di tipo IV da quella di tipo V.
I nuclei lipidici che si formano sono in genere abbastanza grandi da essere
visibili a occhio nudo. In genere sono lesioni presenti dalla terza decade di
vita.
Lesione di tipo V: sono deﬁnite lesioni di tipo V quelle in cui si forma
nuovo tessuto connettivo ﬁbroso.
Questo tipo di lesione può essere suddiviso in diverse sottoclassi:
 Lesione di tipo Va: si parla di questo tipo quando il nuovo tessuto ﬁbroso
che si forma fa parte di una lesione che presenta un core lipidico e viene
anche chiamato ﬁbroateroma.
Le lesioni di tipo Va possono essere anche multistrato: vari nuclei lipi-
dici, separati da spessi strati di tessuto connettivo ﬁbroso, sono impilati
irregolarmente uno sopra l'altro. Per questa morfologia è generalmente
usato il termine ﬁbroateroma multistrato.
 Lesione di tipo Vb: si tratta di una lesione in cui il nucleo lipidico e altre
parti della lesione sono calciﬁcate.
I depositi minerali possono sostituire cellule morte, lipidi extracellulari e
interi nuclei lipidici.
La lesione calciﬁca può essere anche classiﬁcata come lesione di tipo VII.
 Lesione di tipo Vc: in questo tipo, evidente soprattutto nelle arterie
degli arti inferiori, è prevalente il tessuto connettivo ﬁbroso mentre la
componente lipidica è minima o addirittura assente.
Viene anche chiamata lesione di tipo VIII.
Lesione di tipo VI: le lesioni di tipo VI si originano da lesioni di tipo IV o
V nelle quali si sono formati ematomi, emorragie, interruzioni della superﬁcie
o depositi trombotici.
Le lesioni di tipo VI, presenti dalla quarta decade di vita, sono lesioni compli-
cate e possono essere a loro volta suddivise in ulteriori sottoclassi:
 Lesione di tipo VIa: sono contraddistinte dall'interruzione della superﬁ-
cie della parete delle arterie.
 Lesione di tipo VIb: in cui sono presenti ematomi o emorragie.
 Lesione di tipo VIc: con presenza di trombi.
 Lesione di tipo VIabc: caratterizzato dalla presenza di tutti questi feno-
meni insieme.
Fattori di rischio e reazioni tessutali che possono variare da persona a persona
generalmente complicano questo tipo di lesioni. [28]
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Figura 1.10: Classiﬁcazione delle lesioni aterosclerotiche
1.11 Approcci terapeutici
1.11.1 Farmaci impiegati nel trattamento dell'ateroscle-
rosi
Spesso condurre uno stile di vita sano e sottoporsi a controlli regolari non
basta ad arrestare lo sviluppo dell'aterosclerosi e si deve quindi intervenire con
l'impiego di farmaci.
Possono essere impiegate varie classi di farmaci, ognuna delle quali va ad agire
sui principali fattori di rischio descritti precedentemente.
 Farmaci ipolipemizzanti : tra questi sono comprese le statine, i far-
maci maggiormente impiegati nella cura dell'aterosclerosi; si tratta di
molecole strutturalmente simili al 3-idrossi-3-metilglutaril-coenzima A
(HMG-CoA), che normalmente è convertito ad opera dell'enzima HMG-
CoA reduttassi in acido mevalonico, un precursore del colesterolo. Le
statine inibendo questo enzima, riducono drasticamente il livello di cole-
sterolo LDL circolante, la causa principale di aterogenesi. Appartengono
a questo gruppo anche l'acido nicotinico, una vitamina idrosolubile (vi-
tamina B3) e i ﬁbrati. Entrambi agiscono inibendo la secrezione delle
VLDL, con conseguente diminuzione della produzione delle LDL.
 Farmaci antipiastrinici : le piastrine giocano un ruolo molto impor-
tante nella trombogenesi, è quindi importante andare a regolare la fun-
zione piastrinica che può avvenire mediante tre tipi di farmaci. Il primo
gruppo comprende sostanze capaci di inibire la sintesi di trombossano A2,
potente aggregante piastrinico. L'acido acetilsalicilico è il prototipo di
questa classe di farmaci, agisce inibendo irreversibilmente, tramite ace-
tilazione, l'enzima ciclossigenasi. Il secondo gruppo è rappresentato da
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clopidogrel e ticlopidina. Questi inibiscono irreversibilmente il legame tra
ADP e recettore piastrinico. L'ultimo gruppo è rappresentato dagli ini-
bitori delle glicoproteine IIb/IIIa. Si tratta di un complesso recettoriale
la cui attivazione porta all'aggregazione delle piastrine.
 Farmaci antianginosi : l'angina pectoris è il forte dolore toracico co-
strittivo che si sviluppa quando il ﬂusso coronarico è inadeguato a fornire
la quantità di ossigeno richiesta dal cuore, che può veriﬁcarsi in caso di
patologia aterosclerotica. I principali farmaci di questa classe agiscono
diminuendo la richiesta miocardica di ossigeno. Appartengono a que-
sto gruppo i nitrati, i β-bloccanti e i calcio-antagonisti. Il meccanismo
di azione dei nitrati si basa sul rilascio di NO, potente vasodilatatore,
a livello del muscolo liscio vascolare dei tessuti bersaglio; i β-bloccanti
riducono la frequenza cardiaca, la pressione arteriosa e la contrattilità,
provocando quindi una riduzione delle richieste miocardiche di ossigeno
sia a riposo sia sotto sforzo. I calcio-antagonisti inibiscono i canali al
calcio di tipo L, legandocisi durante lo stato inattivato che risulta così
prolungato. In questo modo si impedisce l'ingresso di calcio all'inter-
no della cellula, che si traduce in una inibizione della contrazione della
muscolatura liscia.
 Farmaci antiipertensivi : un elevato livello della pressione arteriosa
rappresenta un pericoloso fattore di rischio, in quanto i soggetti iper-
tesi presentano elevati livelli di angiotensina II, potente vasocostrittore
in grado di aggravare ulteriormente il quadro clinico. Appartengono a
questa classe numerosi gruppi di farmaci tra cui i β-bloccanti, i calcio
antagonisti, citati precedentemente, gli ACE-inibitori, i diuretici, i vaso-
dilatatori diretti e gli α-bloccanti. Per quanto riguarda gli ACE-inibitori
questi agiscono inibendo l'enzima convertitore dell'angiotensina (ACE),
la cui funzione è quella di trasformare il decapeptide angiotensina I nel-
l'ottapeptide angiotensina II; i diuretici abbassano la pressione arterio-
sa mediante depauperamento di sodio, che può avvenire attraverso un
meccanismo osmotico, impedendo il riassorbimento di acqua, o inibendo
enzimi speciﬁci; i vasodilatatori diretti promuovono il rilasciamento del-
la muscolatura liscia vasale, mentre gli α-bloccanti agiscono riducendo le
resistenze periferiche vascolari e inibendo la funzionalità cardiaca.
 Farmaci antiossidanti : la vitamina E, presente soprattutto negli oli
vegetali, previene la formazione di aterosclerosi in quanto capace di
proteggere le arterie dallo stress ossidativo. [29]
1.11.2 Interventi chirurgici
Sebbene l'approccio farmacologico rappresenti generalmente il trattamen-
to di elezione per i soggetti aﬀetti da aterosclerosi in quanto meno invasivo
e quindi facilmente accettato dal paziente, nelle manifestazioni cliniche più
gravi quali le sindromi coronariche acute, si ricorre necessariamente all'inter-
vento di rivascolarizzazione. La modalità di intervento più idonea per ogni
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singolo paziente è valutata sulla base del quadro sintomatologico, clinico ed
angiograﬁco.
Tra le varie tecniche di rivascolarizzazione, l'angioplastica coronarica trans-
luminale percutanea (PTCA), introdotta alla ﬁne degli anni '70, è quella più
diﬀusa in cardiologia.
Consiste nell'introduzione di un catetere con palloncino, che viene espanso in
corrispondenza dell'ostruzione in modo da spingere la placca contro la parete
dell'arteria e ripristinare così la circolazione diretta verso il cuore quando le
coronarie sono bloccate o ristrette.
Altrimenti, il paziente può sottoporsi ad un intervento di rivascolarizzazione
realizzato mediante by-pass chirurgico (CABG), in cui si crea un ponte artiﬁ-
ciale (bypass) grazie a un tratto di vaso sanguigno sano che il medico preleva
durante l'operazione, la cui estremità viene collegata a monte e a valle del
restringimento o dell'occlusione; in questo modo il sangue avrà un passaggio
per aggirare l'ostacolo.
Tuttavia entrambi questi interventi presentano delle limitazioni. Per quanto
riguarda la PTCA, una elevata percentuale di soggetti manifesta una riocclu-
sione della parte trattata, chiamata restenosi.
L'impianto di stent metallici, utilizzati come scheletri endoluminali per evi-
tare il collasso del vaso, simultaneamente al catetere, ha consentito di superare
questo evento indesiderato, Figura 1.11.
Figura 1.11: Impianto di un catetere a palloncino e successivo inserimento di
uno stent
Al tempo stesso, tuttavia, ha posto il nuovo limite di una restenosi in-stent,
osservata nei pazienti come risposta ad uno stimolo inﬁammatorio creato in
situ dal metallo.
È iniziata quindi un'intensa attività di ricerca per trovare soluzioni a tutti
questi eﬀetti sfavorevoli.
L'avvento, nel 2002, dei cosiddetti stent medicati (DES) ha aperto nuovi oriz-
zonti. A diﬀerenza degli stent tradizionali, i DES rilasciano un farmaco all'in-
terno del vaso, riducendo il rischio di restenosi.
Molte sono le sostanze utilizzate, od oggetto di studio, per la fabbricazione de-
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gli stent medicati. Nessuna di quelle impiegate, tuttavia, è capace di modulare
in modo diverso l'attività delle cellule endoteliali e quella della muscolatura
liscia vasale.
L'agente terapeutico ideale infatti, dovrebbe combinare la capacità di inibire la
proliferazione e la migrazione del tessuto muscolare con quella di promuovere
la formazione di neointima, per riparare il tessuto sottoposto a trattamento.
[30]
Resta quindi aperta la ricerca da parte dei chimici farmaceutici di molecole
nuove, multifunzionali, in grado di svolgere entrambe queste azioni.
Capitolo 2
Flavonoidi ed aterosclerosi
Le molecole progettate e sintetizzate, argomento di questo mio lavoro, ri-
chiamano la struttura dei ﬂavonoidi, gli antiossidanti presenti in natura.
Sono quindi descritte le principali caratteristiche di questa classe di molecole
per capire in che modo siano capaci di ridurre e prevenire le complicazioni
dell'aterosclerosi come infarto e ictus.
2.1 Storia e proprietà
I ﬂavonoidi costituiscono il più grande gruppo di fenoli naturali e si ritrovano
in numerosi alimenti come frutta, verdura, noci, semi, cacao, vino, caﬀè e tè.
Ne sono stati identiﬁcati oltre 4000, molti dei quali sono responsabili del colore
di ﬁori, foglie e frutta.
Inizialmente le informazioni sui ﬂavonoidi erano molto scarse, nonostante
fosse chiaro da secoli che i derivati di origine vegetale avessero numerose pro-
prietà beneﬁche.
Nel 1930 venne isolata dalle arance una nuova sostanza che si credeva fosse un
membro di una nuova famiglia di vitamine e per questo venne chiamata vita-
mina P; quando divenne chiaro che questa sostanza in realtà era un ﬂavonoide,
iniziò lo studio di queste molecole, cercando di isolarle e di capire con quale
meccanismo agissero. [31]
La ricerca sui ﬂavonoidi si accelerò in seguito alla scoperta del paradosso fran-
cese, secondo il quale i francesi, nonostante assumano cibi ad alto contenuto
di acidi grassi saturi, hanno un basso tasso di mortalità per malattie car-
diovascolari grazie al consumo di vino rosso, particolarmente ricco del fenolo
resveratrolo.
Chimicamente i ﬂavonoidi sono derivati del benzo-γ-pirone, formati da due
anelli aromatici (A e B) e da un eterociclo di collegamento, con conseguente
scheletro C6-C3-C6, come mostrato in Figura 2.1.
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Figura 2.1: Struttura di base dei ﬂavonoidi
I ﬂavonoidi possono essere suddivisi in gruppi a seconda della loro struttura
e grado di ossidazione, come mostrato in Figura 2.2, che comprendono: [32]
 Flavonoli;
 Flavoni;
 Isoﬂavoni;
 Flavanoni;
 Flavan-3-oli;
 Antociani.
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Figura 2.2: Strutture delle principali classi di ﬂavonoidi
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I ﬂavonoidi appartenenti ai ﬂavoni, ﬂavonoli e isoﬂavoni hanno nell'anello
centrale un doppio legame che conferisce loro una struttura planare, mentre i
ﬂavan-3-oli, privi di questo doppio legame, presentano due centri chirali in C2
e C3. [33]
I ﬂavonoidi della dieta diﬀeriscono fra loro per le disposizioni dei gruppi os-
sidrili, metossilici, parte glicosidica e nella coniugazione tra gli anelli A e B.
Nel cibo, sono presenti per lo più come polimeri e 3-O-glicosidi; lo zucchero
maggiormente presente è il D-glucosio ma esistono numerosi esempi anche con
altri zuccheri come L-ramnosio, galattosio, xilosio e arabinosio. [32]
I ﬂavonoidi sono potenti scavenger di radicali liberi e svolgono un'azione anti-
aterogena, antiinﬁammatoria, antivirale e anticancerogena.
Grazie a queste numerose proprietà è stato messo in evidenza che un aumento
dell'assunzione di frutta e verdura nella dieta riduce alcuni fattori di rischio
associati alle malattie cardiache. Infatti, gli alimenti ricchi di ﬂavonoidi sono
capaci di modulare la funzione endoteliale, di ridurre la pressione arteriosa e
la concentrazione lipidica.
2.2 Flavonoidi e stress ossidativo
Cellule e tessuti corporei sono continuamente minacciati dai danni causa-
ti dai radicali liberi e dalle specie reattive dell'ossigeno (ROS), che vengono
normalmente prodotti durante il metabolismo dell'ossigeno o in seguito a un
danno esogeno.
I meccanismi e la sequenza di eventi con cui i radicali liberi interferiscono con
le normali funzioni cellulari non sono ancora pienamente compresi, ma uno de-
gli eventi più importanti sembra essere la perossidazione lipidica, responsabile
del danneggiamento della membrana cellulare.
Questo danno cellulare provoca uno spostamento della carica netta della cel-
lula, cambiandone così la pressione osmotica. La cellula quindi comincerà a
rigonﬁarsi e successivamente andrà incontro a morte cellulare.
I radicali liberi inoltre, possono indurre il rilascio di vari mediatori dell'inﬁam-
mazione che contribuiscono ad incrementare il danno tissutale.
Per proteggersi dai ROS, gli organismi viventi hanno sviluppato diversi mec-
canismi di difesa che includono enzimi come la superossido dismutasi, la cata-
lasi e la glutatione perossidasi.
I ﬂavonoidi possono venire in aiuto all'organismo interferendo con la produ-
zione dei radicali o aumentando la funzione degli antiossidanti endogeni.
Per quanto riguarda il primo meccanismo, i ﬂavonoidi possono essere ossida-
ti dai radicali, generando specie meno reattive e più stabili, secondo questa
reazione:
Flavonoidi(OH)+ R· −→ Flavonoidi(O·) + RH
dove R· è un radicale libero e O· è un radicale libero dell'ossigeno. [31]
Come si può vedere da questa reazione, la capacità antiossidante dei ﬂavonoidi
dipende principalmente dall'alta reattività dei gruppi ossidrilici presenti.
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La conﬁgurazione dell'ossidrile sull'anello B è quella più importante nel de-
terminare lo scavenging nei confronti dei ROS e degli RNS (specie reattive
dell'azoto).
Infatti, i gruppi ossidrilici presenti su questo anello possono donare un atomo di
idrogeno o un elettrone ai radicali ossidrilico, perossilico e perossinitrito stabi-
lizzandoli, e trasformandosi a loro volta in un radicale ﬂavonoide relativamente
stabile.
La sostituzione sull'anello A invece non comporta una marcata attività an-
tiossidante anche se la presenza di un ossidrile in posizione 5 contribuisce agli
eﬀetti antiossidanti, soprattutto verso i perossinitriti.
L'eterociclo contribuisce all'attività antiossidante per la presenza di un OH
libero in posizione 3 e perché permette la coniugazione tra gli anelli aromati-
ci. Per mostrare attività antiossidante non è necessaria la chiusura di questo
anello.
L'angolo di torsione dell'anello B rispetto al resto della molecola inﬂuenza
fortemente la capacità di scavenging dei radicali liberi. Flavonoli e ﬂavan-3-oli
grazie all'ossidrile in 3 hanno una struttura planare mentre quella di ﬂavoni e
ﬂavanoni risulta leggermente piegata.
La planarità permette la coniugazione, la delocalizzazione elettronica e quindi
una maggior stabilità del radicale fenossilico dei ﬂavonoidi.
È stato ipotizzato che l'OH in 3 formi legami a idrogeno con gli ossidrili dell'a-
nello B, che diventa così allineato con l'anello A e con l'eterociclo; eliminando
questo legame a H, si veriﬁca una minore torsione dell'anello B e si viene quindi
a compromettere la delocalizzazione elettronica.
I ﬂavonoidi poliidrossilati e polimetossilati mostrano diverse proprietà anti-
ossidanti dovute a un cambiamento della idrofobicità e planarità delle molecole
in questione.
La quercetina, uno dei ﬂavonoidi più studiati appartenente al gruppo dei ﬂa-
vonoli, la cui struttura è mostrata in Figura 2.3, è un potente scavenger di
radicali perossilici ma il suo derivato O-metilato è meno attivo a causa degli
eﬀetti sterici che perturbano la planarità.
Sebbene il grado di metossilazione non inﬂuenzi l'attività di scavenging, l'a-
nello B risulta particolarmente sensibile alla posizione del gruppo metossi.
Infatti, se si alterna la conﬁgurazione 6'-OH/4'-OMe con la conﬁgurazione
6'-OMe/4'-OH, si annulla del tutto l'attività scavenging.
Nella dieta i ﬂavonoidi hanno porzioni zuccherine in 3 o 7; come la metilazio-
ne, la O-glicosilazione interferisce con la coplanarità dell'anello B rispetto alla
restante porzione della molecola e con la capacità di delocalizzare gli elettroni,
cosa che si traduce quindi in una minore capacità antiossidante.
Il rutinosio è l'unico zucchero che, se legato ad esempio alla quercetina, non
ne riduce l'attività antiossidante.
Inﬁne, è importante ai ﬁni dell'attività di scavenging anche il grado di poli-
merizzazione.
Le procianidine dimere e trimere sono più eﬃcaci dei ﬂavonoidi monomeri-
ci contro l'anione superossido, anche se le attività di dimeri e trimeri tra di
loro diﬀeriscono di poco; i tetrameri mostrano una maggiore attività contro
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i radicali perossinitrito e superossido rispetto ai trimeri, mentre eptameri ed
esameri mostrano maggiori proprietà scavenging nei confronti dell'anione su-
perossido di trimeri e tetrameri. Sembra quindi che aumentando il grado di
polimerizzazione aumenta l'eﬃcacia delle procianidine contro una varietà di
specie radicaliche. [32]
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Figura 2.3: Struttura della quercetina
2.3 Flavonoidi e funzione endoteliale
I ﬂavonoidi grazie alla loro struttura sono agenti riducenti e possono funzio-
nare da eﬃcienti chelanti di metalli di transizione coinvolti nelle reazioni di
ossidazione cellulare.
Il ridotto rischio di malattia delle arterie coronarie che si veriﬁca in seguito
all'assunzione di ﬂavonoidi, è dovuto alle loro proprietà antiossidanti e quindi
a una riduzione dello stress ossidativo.
Come precedentemente scritto, l'endotelio sano funziona come una barriera
selettiva semipermeabile che impedisce l'accesso alle grandi molecole come le
lipoproteine a bassa densità (LDL) ricche di esteri del colesterolo.
Per mantenere il tono vascolare e l'integrità della barriera l'endotelio è capace
di produrre fattori vasodilatatori e vasocostrittori.
Tra questi, il monossido di azoto (NO) è un importante fattore che media la
vasodilatazione, previene l'aggregazione piastrinica e sopprime l'espressione di
molecole di adesione.
In caso di stress ossidativo, che può veriﬁcarsi in patologie come ipertensione,
diabete e iperlipidemia, la generazione dei ROS inattiva rapidamente l'NO,
provocando così il mal funzionamento della barriera endoteliale che diventa
altamente permeabile.
Questo comporta l'ingresso e l'accumulo delle LDL, l'adesione dei leucociti e
l'inizio della risposta inﬁammatoria, cioè l'attivazione delle prime fasi dello
sviluppo aterosclerotico.
Studi in vitro hanno dimostrato che i ﬂavonoidi possono reagire con gli ioni
superossido e combattere i radicali liberi.
Ad esempio il resveratrolo, Figura 2.4, un composto polifenolico naturale che
si trova principalmente nell'uva e nelle arachidi, contrasta lo sviluppo dell'ate-
rosclerosi mediante diversi meccanismi:
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 Ha eﬀetti sul metabolismo e la produzione dei ROS;
 Riduce la produzione di H2O2 da parte delle Ox-LDL;
 Aumenta l'attività di enzimi antiossidanti come la superossido dismutasi,
la catalasi, la glutatione reduttasi e la glutatione perossidasi;
 Riduce l'attività degli enzimi inﬁammatori ciclossigenasi e lipossigenasi;
 Inibisce la produzione delle interleuchine 2 e 12, del fattore di necrosi
tumorale α (TNF-α ) e dell'interferone γ (IFN-γ );
 Sopprime l'espressione delle molecole di adesione ICAM-1, VCAM-1 ed
E-selectina da parte delle cellule endoteliali;
 Inibisce signiﬁcativamente il fattore stimolante le colonie macrofagiche
(M-CSF), che aiuta la maturazione dei monociti in macrofagi;
 Aumenta la produzione di NO endogeno mantenendo la fosforilazione
dell'NO sintasi endoteliale. [34]
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Figura 2.4: Struttura del resveratrolo
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2.4 Inibizione dell'ossidazione delle lipoproteine
In caso di patologia aterosclerotica le LDL entrano nell'intima dove sono os-
sidate dai ROS e catturate dai recettori scavenger dei macrofagi.
Questi recettori non sono regolati da un meccanismo a feedback negativo e
inglobano continuamente le LDL portando a un accumulo smoderato di cole-
sterolo.
In vitro i polifenoli si sono dimostrati potenti inibitori delle modiﬁcazioni delle
LDL.
Nelle colture di macrofagi trattate con la nobiletina, un ﬂavone presente ne-
gli agrumi la cui struttura chimica è rappresentata in Figura 2.5, si veriﬁca
una riduzione dell'accumulo degli esteri del colesterolo in presenza di LDL
modiﬁcate, mentre il livello del recettore scavenger A rimane invariato.
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Figura 2.5: Struttura della nobiletina
Anche macrofagi isolati da topi alimentati con una dieta ricca di ﬂavonoli e
polifenoli presenti nel melograno e successivamente incubati con Ox-LDL han-
no dimostrato una riduzione degli esteri del colesterolo. Questi risultati sono
stati associati alla aumentata capacità, mediata dai ﬂavonoidi, di catturare i
radicali liberi e a una diminuzione della perossidazione lipidica.
Inoltre è stato visto che nei soggetti trattati con polifenoli estratti dalla li-
quirizia o con ﬂavan-3-oli ottenuti dal vino rosso si riduce la suscettibilità delle
LDL alla perossidazione lipidica.
Tra i meccanismi che sembrano essere coinvolti nel prevenire l'aterosclerosi,
gioca un ruolo chiave l'aumento da parte dei ﬂavonoidi dell'attività della pa-
raoxonasi, un potente antiossidante che nell'aggravarsi della malattia ha una
ridotta attività, soprattutto nei pazienti con ipercolesterolemia. [35]
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2.5 Eﬀetti antitrombogenici
L'aggregazione piastrinica contribuisce allo sviluppo dell'aterosclerosi e alla
formazione del trombo.
Le piastrine attivate aderenti all'endotelio, generano perossidi lipidici e radicali
liberi dell'ossigeno, che inibiscono la formazione di prostaciclina endoteliale e
di NO.
Nel 1960 è stato dimostrato che l'assunzione di tè può ridurre la coagulazio-
ne del sangue, aumentare la ﬁbrinolisi e prevenire l'adesione e l'aggregazione
piastrinica.
I ﬂavonoli sono particolarmente antitrombotici perché combattono diretta-
mente i radicali liberi, mantenendo quindi concentrazioni adeguate di prosta-
ciclina endoteliale e NO.
L'acido arachidonico che viene rilasciato durante l'inﬁammazione, viene me-
tabolizzato per formare prostaglandine, endoperossidi e trombossano A2, por-
tando all'attivazione delle piastrine.
Il principale eﬀetto antiaggregante dei ﬂavonoidi sembra esser dovuto alla loro
capacità di inibire la formazione del trombossano A2.
I ﬂavonoidi bloccano il metabolismo del trombossano mediante vari meccani-
smi. Alcuni possono bloccare speciﬁcatamente la ciclossigenasi o la lipossige-
nasi, mentre altri bloccano entrambi gli enzimi. [31]
Capitolo 3
Introduzione alla parte
sperimentale
Il gruppo di ricerca dove ho svolto il mio lavoro di tesi ha sviluppato una serie
di derivati a nucleo pirido[1,2-a]pirimidin-4-onico che, oltre ad essere capaci di
inibire l'enzima aldoso reduttasi coinvolto nelle complicanze del diabete, hanno
mostrato buone proprietà antiossidanti.
Infatti, è stato deciso di valutare le attività di queste molecole esaminando i lo-
ro eﬀetti sulla lipoperossidazione ossidrile-dipendente, indotta nell'omogenato
di cervello di ratto dal sistema ossidante Fe(III)/acido ascorbico, che avvia la
reazione di Fenton, Tabella 3.1. Per un corretto confronto, sono stati utilizzati
due standard di riferimento: α-tocoferolo (vitamina E), potente antiossidante
endogeno che protegge le cellule dai ROS donando il suo atomo di idrogeno e
deferoxamina, un chelante del ferro.
Tutti i derivati sintetizzati si sono dimostrati capaci di impedire la formazione
di sostanze reattive dell'acido tiobarbiturico (thiobarbituric acid reactive sub-
stances, TBARS), indice di perossidazione lipidica, con diversi gradi di eﬃcacia
quando analizzati a una concentrazione ﬁnale di 100 e 10 μM. [36]
39
CAPITOLO 3. INTRODUZIONE ALLA PARTE SPERIMENTALE 40
N
N R1
R3
R2 O
6
9
2
% of inhibition
of control value
100 10
R1 R2 R3 μM μM
C6H5 H H 22.4 10.8
C6H4-4-OCH3 H H 15.1 8.3
C6H3-3,4-diOCH3 H H 18.8 n.a.
C6H4-4-OH H H 23.7 n.a.
C6H3-3,4-diOH H H 71.6 26.6
C6H5 OH H 78.1 41.6
C6H4-4-OCH3 OH H 82.8 50.4
C6H3-3,4-diOCH3 OH H 64.7 28.5
C6H4-4-OH OH H 42.4 21.2
C6H3-3,4-diOH OH H 85.9 66.5
CH2-C6H5 OH H 45.7 19.3
CH2-C6H4-4-OCH3 OH H 42.4 18.9
CH2-C6H3-3,4-diOCH3 OH H 45.1 25.8
CH2-C6H4-4-OH OH H 51.4 11.5
CH2-C6H3-3,4-diOH OH H 89.9 56.7
C6H5 H OH 11.9 5.90
C6H4-4-OCH3 H OH 11.5 3.40
C6H3-3,4-diOCH3 H OH 8.80 1.20
C6H4-4-OH H OH 43.2 11.8
C6H3-3,4-diOH H OH 81.5 48.2
α-tocopherol 18.2
deferoxamine 72.0
Tabella 3.1: Eﬀetto dei derivati pirido[1,2-a]pirimidin-4-onici nel preveni-
re la perossidazione lipidica indotta dal sistema Fe(III)/acido ascorbico in
omogenato di cervello di ratto a confronto con tocoferolo e deferoxamina
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Sulla base dei dati ottenuti, il gruppo di ricerca ha deciso di modiﬁcare lo
scaﬀold, cioè il nucleo pirido[1,2-a]pirimidinonico, per ottenere dei nuovi com-
posti che mantengano le buone proprietà antiossidanti mostrate e che inoltre
siano capaci di inibire la ciclossigenasi.
Questo enzima presenta due isoforme: la ciclossigenasi 1 (COX-1) e la ci-
clossigenasi 2 (COX-2).
Mentre le COX-1 sono ubiquitarie e vengono chiamate costitutive perché sono
normalmente presenti nell'organismo (sono chiamate anche ciclossigenasi buo-
ne) dove mediano numerosi eﬀetti utili, le COX-2 sono inducibili in quanto
indotte da stimoli patogeni e risultano elevate nei siti di inﬁammazione.
Per quanto riguarda l'aterosclerosi, che come è già stato ampiamente detto si
tratta di una malattia cronica inﬁammatoria, andare ad inibire selettivamente
la COX-2 può rappresentare un utile approccio terapeutico nel trattamento e
nella prevenzione dei processi aterosclerotici.
Considerando le caratteristiche strutturali dei principali inibitori della COX-2
presenti in letteratura, come Celecoxib, Rofecoxib e Valdecoxib, che presentano
un sistema 1,2-difenilico, si è deciso di inserire un secondo anello aromatico in
posizione 3 del nucleo piridopirimidonico, per ottenere delle molecole con la
struttura generale rappresentata in Figura 3.1.
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Figura 3.1: Principali farmaci COX-2 selettivi e scaﬀold della nuova classe di
composti sintetizzati che mostrano una marcata analogia con questi farmaci
(parte cerchiata in rosso)
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Tutte le nuove molecole sintetizzate, che sono state saggiate presso il Diparti-
mento di Fisiologia Clinica del CNR di Pisa, hanno mostrato buone proprietà
antiaterogene e hanno permesso il deposito di un brevetto. [37] In partico-
lare si è dimostrato particolarmente attivo il derivato 2-(3,4-dimetossifenil)-
3-fenil-4H -pirido[1,2-a]pirimidin-4-one, indicato con la sigla DB103, Figura
3.2.
 
N
N
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OCH3
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Figura 3.2: Struttura di DB103
Questi composti sono stati testati su cellule muscolari lisce da aorta umana
(Human Aortic Smooth Muscle Cells, HAoSMC) e su cellule endoteliali da ve-
na ombelicale (Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC).
Per quanto riguarda l'attività di DB103, è stato visto che questo composto è
capace di inibire selettivamente la proliferazione delle HAoSMC stimolata dal
fattore di crescita piastrinico (Platelet-derived growth factor, PDGF-BB) men-
tre non inibisce la proliferazione delle HUVEC indotta dal fattore di crescita
endoteliale (Endothelial cell growth factor, ECGF), come mostrato in Figura
3.3.
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Figura 3.3: Capacità di DB103 di inibire selettivamente la proliferazione delle
HAoSMC (a) ma non quella delle HUVEC (b)
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Il composto DB103 inoltre è in grado nelle HUVEC di inibire l'espressione
della molecola di adesione VCAM-1, stimolata dal fattore di necrosi tumorale
α (Tumor necrosis factor α, TNF-α), come mostrato in Figura 3.4, coinvolta
nel processo di diapedesi.
Figura 3.4: Inibizione da parte di DB103 della espressione di VCAM-1 nelle
HUVEC
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Nelle HAoSMC, ma non nelle HUVEC, impedisce l'espressione della COX-
2, Figura 3.5(a), indotta dal TNF-α o dal diestere del forbolo (phorbol 12-
myristate 13-acetate, PMA), ed il conseguente rilascio della prostaglandina
E2 (PGE2), dimostrando di possedere una attività antiinﬁammatoria, Figura
3.5(b).
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Figura 3.5: Capacità di DB103 di impedire la produzione della COX-2 (a) e
di inibire il rilascio delle PGE2 nelle HAoSMC (b)
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Inﬁne è stata valutata la capacità di DB103 di inibire l'aggregazione piastri-
nica che è stata misurata in presenza di U46619, un analogo sintetico della
prostaglandina H2; l'aggregazione in presenza di DB103 si riduce considere-
volmente, Figura 3.6, suggerendo di possedere un'attività multifunzionale e
tessuto speciﬁca, che rende il composto e relativi analoghi meritevole di studi
più approfonditi.
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Figura 3.6: Inibizione dell'aggregazione piastrinica ad opera di DB103 in
presenza di U46619
Oggetto di questo mio lavoro di tesi è stata quindi la sintesi di molecole
analoghe sia a DB103 sia ai ﬂavonoidi, con l'obiettivo di ottenere composti che
presentino attività inﬁammatoria e attività antiossidante.
Facendo una ricerca della letteratura esistente, ho individuato ﬂavonoidi di ori-
gine naturale con marcate proprietà antiossidanti a nucleo 6-5, chimicamente
molto simili ai derivati piridopirimidinonici già sintetizzati. Quindi, sostituen-
do il secondo ciclo a sei termini con un ciclo a cinque ho ottenuto i derivati
2,3-difenilH -imidazo[1,2-a]pirimidinici, con struttura generale rappresentata
in Figura 3.7.
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Figura 3.7: Struttura dei nuovi composti sintetizzati, oggetto di questo lavoro
di tesi
CAPITOLO 3. INTRODUZIONE ALLA PARTE SPERIMENTALE 47
Infatti, questa nuova classe di composti è del tutto paragonabile a molecole
di origine naturale come la ε-viniferina, il carafenolo B e le caragasinine A e
B, Figura 3.8.
OHO
OH
OH
HO
OH
HO
OH
O
OH
OH
OH
HO
HO
OH
OCH3
HO
OH
HO
OH
HO
OH
OCH3
HO
OH
HO
OH
Viniferina Carafenolo B
Caragasinina A Caragasinina B
Figura 3.8: Strutture di alcuni composti naturali analoghi alla nuova classe di
molecole
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La ε-viniferina, di natura stilbenica, è un composto presente nella Vitis vi-
nifera, pianta appartenente alla famiglia delle Vitaceae da cui si ricava il vino,
utilizzata nella medicina popolare per il trattamento dei sintomi dell'insuf-
ﬁcienza venosa cronica come stanchezza, pesantezza, sensazione di dolore e
per migliorare il ﬂusso sanguigno microvascolare cutaneo. Inoltre, promuove
il rilasciamento dell'endotelio, impedendo l'azione di alcuni mediatori dell'in-
ﬁammazione responsabili della contrattilità endoteliale.
Da studi in vitro è stato visto che la viniferina riduce la pressione sanguigna,
inibisce l'attività dell'enzima convertitore dell'angiotensina (ACE) e induce la
riparazione dell'endotelio nelle cellule venose. Inﬁne, stimola la produzione di
NO e protegge dallo stress ossidativo.
Il carafenolo B e le caragasinine A e B sono altri composti di origine natu-
rale presenti nella Caragana sinica, un cespuglio largamente diﬀuso in Corea,
Cina e Giappone e utilizzato a sua volta nella medicina popolare per patologie
inﬁammatorie come artrite, emicranie e nevralgie.
Studi recenti hanno dimostrato che questi composti agiscono da inibitori della
proteina chinasi C, da antagonisti del sottotipo 6 del recettore umano della
serotonina (5-HT6) e possiedono proprietà antiinﬁammatorie.
In particolare, nel trattamento dell'ipertensione vascolare, sono stati riscontra-
ti eﬀetti beneﬁci dovuti alla loro capacità di inibire la produzione delle specie
reattive dell'ossigeno. [38,39,40]
Grazie a tutti questi dati mi sono quindi occupata della sintesi di nuove
molecole a struttura imidazopiridinica, di cui di seguito viene mostrato lo
schema generale di sintesi, Figura 3.9.
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Figura 3.9: Schema generale di sintesi dei composti di interesse
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Nel primo passaggio della sintesi dei composti desiderati si fa reagire la 2-
aminopiridina, 1, con l'opportuno α-bromoacetofenone, 2a o 2b, a fusione per
circa 3 ore, ﬁno a scomparsa dei prodotti di partenza.
La reazione avviene alla temperatura di 80  , temperatura alla quale i rea-
genti, tutti prodotti commerciali, risultano liquidi.
L'eterociclo così ottenuto, 3a o 3b, è sottoposto a bromurazione, che av-
viene selettivamente in posizione 3, con NBS in soluzione cloroformica alla
temperatura di riﬂusso di 82  e una volta terminata la reazione il solvente è
evaporato a secchezza.
Il bromo derivato è quindi sottoposto a reazione di Suzuki con l'opportuno
acido fenilboronico. In questo caso il catalizzatore tetrakis(trifenilfosﬁna)palladio
è sospeso in toluene e addizionato del composto bromurato per dieci minuti in
agitazione.
Trascorso questo tempo si aggiungono una soluzione 2 M di carbonato di sodio
e una soluzione etanolica dell'acido fenilboronico.
Si lascia reagire quindi a riﬂusso alla temperatura di 131  per circa 18 ore.
Si ottengono così i prodotti 5a-f, di per sé interessanti e per questo saggiati
come tali, che costituiscono utili intermedi per l'ottenimento dei corrispondenti
derivati ossidrilati, 6a-c.
In questo caso si solubilizza l'opportuno metossiderivato in diclorometano ani-
dro e successivamente si aggiunge BBr3 goccia a goccia a una temperatura di
circa -15 . Terminata la reazione, si degrada BBr3 con acqua e il prodotto è
raccolto mediante ﬁltrazione sottovuoto.
Dai metossiderivati si possono ottenere anche i corrispondenti analoghi ri-
dotti, 7a-d, grazie ad una riduzione con palladio su carbone attivo in solu-
zione etanolica, che avviene con l'utilizzo di un idrogenatore per circa 24 ore.
Avvenuta la reazione si evapora il solvente per ottenere il prodotto desiderato.
Il termine di ciascuna reazione è controllato mediante analisi TLC e ogni
composto di interesse ottenuto è cristallizzato con opportuno solvente e carat-
terizzato mediante dati chimico-ﬁsici e spettroscopici.
Tutti questi prodotti sintetizzati sono attualmente in fase di valutazione presso
l'Istituto di Fisiologia Clinica del CNR di Pisa per le loro proprietà antiatero-
gene. I risultati di tali saggi saranno discussi in sede di laurea.
Capitolo 4
Parte sperimentale
4.1 Materiali e Metodi
I punti di fusione sono stati determinati con un apparecchio Reichert Köﬂer
e non sempre sono corretti.
Gli spettri di risonanza magnetica del protone (1H-NMR) sono stati eseguiti
in soluzione di dimetilsolfossido esa-denaturato (DMSO-d6) con uno spettro-
metro Varian Gemini-200 (200-MHz). La presenza di protoni scambiabili è
stata determinata mediante l'aggiunta di D2O.
Le evaporazioni del solvente sono state eseguite sottovuoto con un evapora-
tore rotante.
Le cromatograﬁe su strato sottile (T.L.C.) sono state realizzate su fogli di
alluminio ricoperti di silice (MERK 60, F-254, spessore 0,2 mm).
Le cromatograﬁe su colonna sono state eﬀettuate mediante un apparecchio
Flashmaster Biotage utilizzando colonne preimpaccate Biotage.
Per le idrogenazioni è stato usato l'idrogenatore CLAIND-Hydrogen Gene-
rator 2200.
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4.2 Procedure di sintesi, proprietà chimico-ﬁsiche
e dati spettroscopici
2-fenilH -imidazo[1,2-a]piridina, 3a
2-(4-metossifenil)H -imidazo[1,2-a]piridina, 3b
N
N
3a
N
N
OCH33b
Il primo passaggio della sintesi dei composti di interesse consiste nel far rea-
gire 10,00 mmol di 2-amminopiridina, 1, con l'opportuno bromoacetofenone,
2a o 2b, tutti prodotti commerciali, in rapporto equimolare.
La miscela è posta a reagire a 80 per circa 3 ore ﬁno a scomparsa di entrambi
i reagenti, controllata mediante analisi TLC (AcOEt 7/Etere di petrolio 60-80
 3).
Al termine quindi, si cristallizza con l'opportuno solvente nello stesso pallone
di reazione e i prodotti di interesse sono caratterizzati mediante dati chimico-
ﬁsici e spettroscopici.
N° Resa
Solvente di p.f. Formula
cristallizzazione () bruta
3a 67% 2-propanolo 115 C13H10N2
Tabella 4.1: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 3a
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N° 1H-NMR (δ, ppm)
3a
8.90 (d, 1H, ArH)
8.86 (s, 1H, ArH)
7.13 (d, 1H, ArH)
7.03 (t, 2H, ArH)
7.52-7.64 (m, 5H, ArH)
Tabella 4.2: Proprietà spettroscopiche del composto 3a
N° Resa
Solvente di p.f. Formula
cristallizzazione () bruta
3b 59% Metanolo 115-116 C14H12N2O
Tabella 4.3: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 3b
N° 1H-NMR (δ, ppm)
3b
8.86 (d, 1H, ArH)
8.72 (s, 1H, ArH)
7.90 (t, 3H, ArH)
7.44-7.49 (m, 2H, ArH)
7.15 (d, 2H, ArH)
3.82 (s, 3H, OCH3)
Tabella 4.4: Proprietà spettroscopiche del composto 3b
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3-bromo-2-fenilH -imidazo[1,2-a]piridina, 4a
3-bromo-2-(4-metossifenil)H -imidazo[1,2-a]piridina, 4b
N
N
Br
4a
N
N
Br
OCH34b
Nel secondo step della sintesi, si fanno reagire 10.00 mmol dell'opportuno
eterociclo, 3a o 3b, con NBS, prodotto commerciale, in rapporto equimolare.
Il solvente utilizzato è cloroformio.
La reazione avviene alla temperatura di riﬂusso di 82  per circa 3 ore sotto
agitazione, ﬁno alla completa scomparsa di entrambi i prodotti di partenza,
controllata mediante analisi TLC (AcOEt 7/ Etere di petrolio 60-80  3).
Avvenuta la bromurazione, si evapora il solvente a pressione ridotta; all'interno
del pallone di reazione rimane una polvere bruna, che viene essiccata sotto-
vuoto in presenza di P2O5 come agente disidratante.
Si ottiene così il prodotto desiderato, che viene cristallizzato con opportuno
solvente e caratterizzato mediante dati chimico-ﬁsici e spettroscopici.
N° Resa
Solvente di p.f. Formula
cristallizzazione () bruta
4a 46% Toluene 67-68 C13H9BrN2
Tabella 4.5: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 4a
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N° 1H-NMR (δ, ppm)
4a
8.42 (d, 1H, ArH)
7.55 (d, 1H, ArH)
7.42-7.72 (m, 5H, ArH)
7.13 (t, 2H, ArH)
Tabella 4.6: Proprietà spettroscopiche del composto 4a
N° Resa
Solvente di p.f. Formula
cristallizzazione () bruta
4b 41% Etanolo 64-66 C14H11BrN2O
Tabella 4.7: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 4b
N° 1H-NMR (δ, ppm)
4b
8.73 (d, 1H, ArH)
7.88-7.92 (d, 4H, ArH)
7.51 (s, 1H, ArH)
7.18 (d, 2H, ArH)
3.81 (s, 3H, OCH3)
Tabella 4.8: Proprietà spettroscopiche del composto 4b
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3-(4-metossifenil)-2-fenilH -imidazo[1,2-a]piridina, 5a
2,3-bis(4-metossifenil)H -imidazo[1,2-a]piridina, 5b
3-(3,4-dimetossifenil)-2-fenilH -imidazo[1,2-a]piridina, 5c
3-(3,4-dimetossifenil)-2-(4-metossifenil)H -imidazo
[1,2-a]piridina, 5d
2-(4-metossifenil)-3-fenilH -imidazo[1,2-a]piridina, 5e
2,3-difenilH -imidazo[1,2-a]piridina, 5f
N
N
OCH3
5a
N
N
OCH3
OCH35b
N
N
OCH3
OCH3
5c
CAPITOLO 4. PARTE SPERIMENTALE 57
N
N
OCH3
OCH3
OCH3
5d
N
N
OCH35e
N
N
5f
Nel terzo passaggio si sospende il catalizzatore Tetrakis(trifenilfosﬁna)palladio(0)
(0.01 mmol) in toluene e successivamente si aggiunge l'opportuno bromoderi-
vato (1.00 mmol) ottenuto dalla reazione precedente, 4a o 4b.
Si lascia reagire per circa 10 minuti a temperatura ambiente in agitazione.
Trascorso questo tempo si addizionano l'opportuno acido fenilboronico (1.50
mmol) solubilizzato in 5 mL di EtOH e 4 mL di una soluzione 2M di Na2CO3,
lasciando reagire a riﬂusso alla temperatura di 131 per circa 18 ore, ﬁno alla
completa scomparsa di entrambi i reagenti contrallata mediante TLC (AcOEt
3/ Etere di petrolio 60-80  7).
Avvenuta la reazione, si lascia raﬀreddare a temperatura ambiente e si evapora
il solvente a pressione ridotta.
Si ottengono così i composti 5a-f, che devono essere puriﬁcati mediante croma-
tograﬁa su colonna e caratterizzati grazie a dati chimico-ﬁsici e spettroscopici.
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N° Resa
Puriﬁcato
p.f. Formulamediante
cromatograﬁa () bruta
5a 37%
AcOEt 2/Etere di
120 C20H16N2Opetrolio 60-80  8
Tabella 4.9: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 5a
N° 1H-NMR (δ, ppm)
5a
7.94 (d, 1H, ArH)
7.61 (d, 1H, ArH)
7.35 (d, 2H, ArH)
7.33-7.22 (m, 5H, ArH)
7.14 (t, 2H, ArH)
6.86 (d, 2H, ArH)
3.84 (s, 3H, OCH3)
Tabella 4.10: Proprietà spettroscopiche del composto 5a
N° Resa
Puriﬁcato
p.f. Formulamediante
cromatograﬁa () bruta
5b 70%
AcOEt 2/Etere di
150 C21H18N2O2petrolio 60-80  8
Tabella 4.11: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 5b
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N° 1H-NMR (δ, ppm)
5b
8.68 (d, 1H, ArH)
7.57 (d, 1H, ArH)
7.39 (d, 4H, ArH)
6.90 (d, 4H, ArH)
6.86 (t, 2H, ArH)
3.75 (s, 6H, OCH3)
Tabella 4.12: Proprietà spettroscopiche del composto 5b
N° Resa
Puriﬁcato
p.f. Formulamediante
cromatograﬁa () bruta
5c 35%
AcOEt 1/Etere di
151 C21H18N2O2petrolio 60-80  9
Tabella 4.13: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 5c
N° 1H-NMR (δ, ppm)
5c
8.02 (d, 1H, ArH)
7.66 (d, 3H, ArH)
7.31-6.84 (m, 8H, ArH)
3.86 (s, 3H, OCH3)
3.72 (s, 3H, OCH3)
Tabella 4.14: Proprietà spettroscopiche del composto 5c
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N° Resa
Puriﬁcato
p.f. Formulamediante
cromatograﬁa () bruta
5d 58%
AcOEt 2/Etere di
187 DEC C22H20N2O3petrolio 60-80  8
Tabella 4.15: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 5d
N° 1H-NMR (δ, ppm)
5d
7.98 (d, 1H, ArH)
7.55 (t, 3H, ArH)
7.27 (t, 1H, ArH)
7.14 (d, 1H, ArH)
7.05-6.95 (m, 2H, ArH)
6.89-6.85 (d, 3H, ArH)
3.86 (s, 3H, OCH3)
3.72 (s, 6H, OCH3)
Tabella 4.16: Proprietà spettroscopiche del composto 5d
N° Resa
Puriﬁcato
p.f. Formulamediante
cromatograﬁa () bruta
5e 58%
AcOEt 3/Etere di
115 C20H16N2Opetrolio 60-80  7
Tabella 4.17: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 5e
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N° 1H-NMR (δ, ppm)
5e
8.01 (d, 1H, ArH)
7.68-7.47 (m, 8H, ArH)
7.32 (t, 1H, ArH)
6.88 (d, 3H, ArH)
3.72 (s, 3H, OCH3)
Tabella 4.18: Proprietà spettroscopiche del composto 5e
N° Resa
Puriﬁcato
p.f. Formulamediante
cromatograﬁa () bruta
5f 55%
AcOEt 2/Etere di
151 C19H14N2petrolio 60-80  8
Tabella 4.19: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 5f
N° 1H-NMR (δ, ppm)
5f
8.02 (d, 1H, ArH)
7.69-7-47 (m, 8H ArH)
7.35-7.26 (m, 4H, ArH)
6.89 (t, 1H, ArH)
Tabella 4.20: Proprietà spettroscopiche del composto 5f
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3-(4-idrossifenil)-2-fenilH -imidazo[1,2-a]piridina, 6a
2,3-bis(4-idrossifenil)H -imidazo[1,2-a]piridina, 6b
3-(3,4-diidrossifenil)-2-fenilH -imidazo[1,2-a]piridina, 6c
N
N
OH
6a
N
N
OH
OH6b
N
N
OH
OH
6c
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In un pallone a tre colli si sospende l'opportuno metossiderivato (1.00 mmol),
ottenuto dal passaggio precedente, in atmosfera di azoto in diclorometano ani-
dro.
Non appena il composto si è solubilizzato, si aggiunge BBr3 (1.25 mmol) goccia
a goccia in bagno di ghiaccio e, terminata l'aggiunta, si lascia reagire a tem-
peratura ambiente per circa 2 ore, ﬁno a scomparsa del materiale di partenza
controllata mediante analisi TLC (AcOEt 7/ Etere di petrolio 60-80  3).
Terminata quindi la reazione, l'eccesso di BBr3 è degradato cautamente con
acqua, aggiunta in bagno di ghiaccio, e il solido che si ottiene è raccolto per
ﬁltrazione sottovuoto, cristallizzato da opportuno solvente e caratterizzato me-
diante dati chimico-ﬁsici e spettroscopici.
N° Resa
Solvente di p.f. Formula
cristallizzazione () bruta
6a 17% Etanolo >300 DEC C19H14N2O
Tabella 4.21: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 6a
N° 1H-NMR (δ, ppm)
6a
10.12 (bs, 1H, OH, exc.)
8.33 (d, 1H, ArH)
7.96 (d, 2H, ArH)
7.57-7.37 (m, 8H, ArH)
7.00 (d, 2H, ArH)
Tabella 4.22: Proprietà spettroscopiche del composto 6a
N° Resa
Solvente di p.f. Formula
cristallizzazione () bruta
6b 21% Etanolo >300 C19H14N2O2
Tabella 4.23: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 6b
CAPITOLO 4. PARTE SPERIMENTALE 64
N° 1H-NMR (δ, ppm)
6b
10.06 (bs, 2H, OH, exc.)
8.29 (d, 1H, ArH)
7.95 (d, 2H, ArH)
7.44-7.34 (m, 5H, ArH)
6.99 (d, 2H, ArH)
6.82 (d, 2H, ArH)
Tabella 4.24: Proprietà spettroscopiche del composto 6b
N° Resa
Solvente di p.f. Formula
cristallizzazione () bruta
6c 15% Metanolo 270 DEC C19H14N2O2
Tabella 4.25: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 6c
N° 1H-NMR (δ, ppm)
6c
9.48 (bs, 2H, OH, exc.)
8.33 (d, 1H, ArH)
7.96 (d, 2H, ArH)
7.46 (d, 5H, ArH)
6.99-6.81 (m, 4H, ArH)
Tabella 4.26: Proprietà spettroscopiche del composto 6c
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5,6,7,8-tetraidro-2,3-bis(4-metossifenil)
imidazo[1,2-a]piridina, 7a
5,6,7,8-tetraidro-3-(3,4-dimetossifenil)-2-(4-metossifenil)
imidazo[1,2-a]piridina, 7b
5,6,7,8-tetraidro-2-(4-metossifenil)-3-fenilimidazo
[1,2-a]piridina, 7c
5,6,7,8-tetraidro-2,3-difenilimidazo[1,2-a]piridina, 7d
N
N
OCH3
OCH37a
N
N
OCH3
OCH3
OCH3
7b
N
N
OCH37c
CAPITOLO 4. PARTE SPERIMENTALE 66
N
N
7d
Questi composti si ottengono mediante un'idrogenazione catalitica dell'op-
portuno metossiderivato, che viene solubilizzato in etanolo assoluto e succes-
sivamente addizionato del catalizzatore palladio su carbone attivo.
La reazione è quindi condotta mediante l'ausilio di un idrogenatore. Al ter-
mine della reazione, controllata mediante TLC (AcoEt 9/ Etere di petrolio
60-80  1), la soluzione ottenuta viene ﬁltrata per rimuovere completamente
il catalizzatore ed il solvente è evaporato a pressione ridotta.
Il prodotto, che si presenta come un solido bianco, è cristallizzato con oppor-
tuno solvente e caratterizzato mediante dati chimico-ﬁsici e spettroscopici.
N° Resa
Solvente di p.f. Formula
cristallizzazione () bruta
7a 48% Cicloesano 175 C21H22N2O2
Tabella 4.27: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 7a
N° 1H-NMR (δ, ppm)
7a
7.27 (t, 4H, ArH)
7.00 (d, 2H, ArH)
6.74 (d, 2H, ArH)
3.80 (s, 3H, OCH3)
3.67 (s, 3H, OCH3)
3.58 (s, 2H)
2.79 (s, 2H)
1.84 (s, 4H)
Tabella 4.28: Proprietà spettroscopiche del composto 7a
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N° Resa
Solvente di p.f. Formula
cristallizzazione () bruta
7b 86% Cicloesano 170 C22H24N2O3
Tabella 4.29: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 7b
N° 1H-NMR (δ, ppm)
7b
7.31 (d, 2H, ArH)
7.01 (d, 1H, ArH)
6.90-6.73 (m, 4H, ArH)
3.78 (s, 3H, OCH3)
3.70 (s, 6H, OCH3)
3.61 (s, 2H)
2.78 (s, 2H)
1.84 (s, 4H)
Tabella 4.30: Proprietà spettroscopiche del composto 7b
N° Resa
Solvente di p.f. Formula
cristallizzazione () bruta
7c 39% Cicloesano 115 C20H20N2O2
Tabella 4.31: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 7c
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N° 1H-NMR (δ, ppm)
7c
7.42-7.22 (m, 7H, ArH)
6.73 (d, 2H, ArH)
3.66 (s, 3H, OCH3)
3.61 (s, 2H)
2.81 (s, 2H)
1.84 (s, 4H)
Tabella 4.32: Proprietà spettroscopiche del composto 7c
N° Resa
Solvente di p.f. Formula
cristallizzazione () bruta
7d 67% Cicloesano 146 C19H18N2
Tabella 4.33: Proprietà chimico-ﬁsiche del composto 7d
N° 1H-NMR (δ, ppm)
7d
7.43-7.10 (m, 10H, ArH)
3.61 (s, 2H)
2.80 (s, 2H)
1.85 (s, 4H)
Tabella 4.34: Proprietà spettroscopiche del composto 7d
Bibliograﬁa
[1] Lusis, A. J. (2000). Atherosclerosis. Nature, 407, 233-241.
[2] Wollard, K. J. (2013). Immunological aspects of atherosclerosis.
Clinical Science, 125, 221-235.
[3] Li, J., Fang, C. (2004). Atheroscleritis is a more rational term for
the pathological entity currently known as atherosclerosis. Medical
Hypotheses, 63, 100-102.
[4] Barton, M. (2013). Mechanism and therapy of atherosclerosis and its
clinical complications. Current opinion in Pharmacology, 13, 1-5.
[5] Ross, R. (1999. Atherosclerosis- An Inﬂammatory Disease. The New
England Journal of Medicine, 340, 115-126.
[6] Fan, J., Watanabe, T. (2003). Inﬂammatory Reactions in the Pathoge-
nesis of Atherosclerosis. Journal of Atherosclerosis and Thrombosis, 10,
63-71
[7] Bobryshev, Y. V. (2006). Monocyte recruitment and foam cell
formation in atherosclerosis. Micron, 37, 208-222.
[8] Correale, M., Brunetti, N. D., Di Biase, M. (2006). Ruolo delle ci-
tochine pro-inﬁammatorie nei meccanismi patogenetici dell'aterosclerosi
coronarica. Giornale Italiano di Cardiologia, 7, 594-603.
[9] Campbell, L. A., Rosenfeld M., Kuo, C. (2000) The role of Chlamydia
pneumoniae in atherosclerosis  recent evidence from animal models.
TRENDS IN MICROBIOLOGY, 8, 256.
[10] Libby, P. (2002). Inﬂammation in atherosclerosis. Nature, 420, 868-
874.
[11] Frostegard, J. (2013). Immunity, atherosclerosis and cardiovascular
disease. BMC medicine, 11, 117-130.
[12] Libby, P., Ridker, P., Hansson, G. K. (2009). Inﬂammation in
Atherosclerosis. Journal of the American College of Cardiology, 54,
2129-2138.
69
BIBLIOGRAFIA 70
[13] Libby, P., Shi, G. (2007). Mast Cells as Mediators and Modulators of
Atherogenesis. Circulation, 115, 2471-2473.
[14] Glass, C., Witztum, J. L. (2001) Atherosclerosis: The Road Ahead.
Cell, 104, 503-516.
[15] Mertens, A., Holvoet, P. (2001). Oxidized LDL and HDL: antagonists
in atherothrombosis. The FASEB Journal, 15, 2073-2084.
[16] Rosenfeld, M. E. (2013). Inﬂammation and atherosclerosis: direct
versus indirect mechanism. Current Opinion in Pharmacology, 13,
154-160.
[17] Davignon, J., Ganz, P. (2004). Role of Endothelial Dysfunction in
Atherosclerosis. Circulation, 109, 27-32.
[18] Falk, E. (2006). Pathogenesis of Atherosclerosis. Journal of the
American College of Cardiology, 47, 7-12.
[19] Doran, A. C., Meller, N., McNamara, C. (2008). The Role of Smooth
Muscle Cells in the Initiation and Early Progression of Atherosclerosis.
Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology, 28, 812-819.
[20] Araujo, J. A., Lusis, A. J. (2004). Atherosclerosis. Encyclopedia of
Endocrine Diseases, 1, 288-294.
[21] Newby, A. (2007). Role of Metalloproteinases in Plaque Rupture.
Journal of Gerontology, 1, 103-111.
[22] Napoli, C., Palinsky, W. 2005. Neurodegenerative diseases: insights
into pathogenic mechanisms from atherosclerosis. Neurobiology of Aging,
26, 293-302.
[23] http://dx.doi.org/10.1016/j.jsps.2013.04.005
[24] Roeters van Lennep, J. E., Westerveld, H. T., Erkelens, D. W., Van der
Wall, E. E. (2002). Risk factors for coronary heart disease: implications
of gender. Cardiovascular Research, 53, 538549.
[25] Gimbrone, M. A., García-Cardeña, G. (2013). Vascular endothelium,
hemodynamics, and the pathobiology of atherosclerosis. Cardiovascular
Pathology, 22, 9-15.
[26] http://dx.doi.org/10.1016/j.crhy.2013.05.003
[27] Stary, H. C., Chandler, A. B., Glagov, S., Guyton, J. R., Insull, W., Ro-
senfeld, M. E., Schaﬀer, S. A., Schwartz, C. J. Wagner, W. D., Wissler,
R. W. (1994). A deﬁnition of initial, fatty streak, and intermediate
lesions of atherosclerosis. A report from the Committee on Vascular Le-
sions of the Council on Vascular Lesions of the Council on Arterioscle-
rosis, American Heart Association. Arteriosclerosis, Thrombosis, and
Vascular Biology, 14, 840-856.
BIBLIOGRAFIA 71
[28] Stary, H. C., Chandler, A. B., Dinsmore, R. E., Fuster, V., Glagov,
S., Guyton, J. R., Insull, W., Rosenfeld, M. E., Schwartz, C. J., Wag-
ner, W. D., Wissler, R. W. 1995. A deﬁnition of Advanced type of
Atherosclerosis Lesions and a Histogical Classiﬁcation of Atherosclerosis.
Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology, 15, 1512-1531.
[29] Katzung, B. G. Farmacologia generale e clinica, V edizione, Padova,
Piccin, 2001.
[30] Htai, T., Liu, M. W. 2005. Drug eluting stent: a review and update.
Vascular Health and Risk Management, 4, 263-276.
[31] Nijveldt, R. J., van Nood, E., van Hoorn, D., Boelens, P.G., van Norren,
K., van Leeuwen, P. (2001). Flavonoids: a review of probable mecha-
nisms of action and potential applications. The American Journal of
Clinical Nutrition, 74, 41825.
[32] Heim, K. E., Tagliaferro, A. R. , Bobilya, D. J. (2002). Flavonoid an-
tioxidants: chemistry, metabolism and structure-activity relationships.
Journal of Nutritional Biochemistry, 13, 572-584.
[33] Jäger, A. K., Saaby, L. 2011. Flavonoids and the CNS. Molecules, 16,
1471-1485.
[34] Prasad, K. (2012). Resveratrol, Wine, and Atherosclerosis.
International Journal of Angiology, 21, 7-18.
[35] Mulvihill, E. E., Murray, W. H. (2010). Antiatherogenic properties of
ﬂavonoids: Implications for cardiovascular health. Canadian Journal of
Cardiology, 26, 17-21.
[36] La Motta, C., Sartini, S., Mugnaini, L., Simorini, F., Taliani, S., Salerno,
S., Marini, A. M., Da Settimo, F., Lavecchia, A., Novellino, E., Cantore,
M., Failli, P., Ciuﬃ, M. (2007). Pyrido[1,2-a]pyrimidin-4-one Derivati-
ves as a Novel Class of Selective Aldose Reductase Inhibitors Exhibiting
Antioxidant Activity. Journal of Medicinal Chemistry, 50, 4917-4927.
[37] Sartini, S., Dario, B., Da Settimo, F., La Motta, C., Saponaro, C.,
Del Turco, S., Basta, G. (Marzo 2012). Agente terapeutico per il
trattamento dei vasi sanguigni. Brevetto Italiano MI2012A000514.
[38] Nazri, N. A., Ahmat, N.,Abdullah, M.,Sidik, N. J., Johari, S. A. (2012).
Antioxidant, Antimicrobial and Cytotoxic Activities of Resveratrol Oli-
gomers of Shorea macroptera Dyer. Australian Journal of Basic and
Applied Sciences, 6, 431-436.
[39] Zghonda, N., Yoshida, S., Ezaki, S., Otake, Y., Murakami, C., Mliki, A.,
Ghorbel, A., Miyazaki, H. (2012). ε-Viniferin is More Eﬀective than its
Monomer Resveratrol in Improving the Functions of Vascular Endothe-
lial Cells and the Heart. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry
journal, 76, 954-960.
BIBLIOGRAFIA 72
[40] Jin, Q., Han, X. H., Hong, S. S., Lee, C., Choe, S., Lee, D., Kim, Y.,
Hong, J. T., Lee, M. K., Hwang, B. Y. (2012). Antioxidative oligostil-
benes from Caragana sinica Bioorg. Medicinal Chemistry Letters, 22,
973-976.
